Otimização da fermentação acética para a produção de vinagre de farelo de arroz e avaliação do potencial antioxidante by Pazuch, Catiussa Maiara
 UNIVERSIDADE TECNOLÓGICA 
FEDERAL DO PARANÁ 
Programa de Pós-Graduação em Tecnologia de 
Alimentos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Otimização da fermentação acética para a produção de 
vinagre de farelo de arroz e avaliação do potencial 
antioxidante 
 
 
 
 
 
 
Catiussa Maiara Pazuch 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Medianeira 
2015
2 
 
Catiussa Maiara Pazuch 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Otimização da fermentação acética para a produção de 
vinagre de farelo de arroz e avaliação do potencial 
antioxidante 
 
 
 
 
 
Dissertação apresentada ao programa de Pós- 
Graduação em Tecnologia de Alimentos da 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 
como parte dos requisitos para obtenção do 
título de mestre em Tecnologia de Alimentos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Medianeira 
2015 
 
3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Orientadora:  
Professora Dra. Eliane Colla 
Coorientadora:  
Professora Dra. Cristiane Canan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 
 
 
P348o 
 
Pazuch, Catiussa Maiara. 
Otimização da fermentação acética para a produção de vinagre de 
farelo de arroz e avaliação do potencial antioxidante. / Catiussa 
Maiara Pazuch. – 2015. 
90 f. : il. ; 30 cm. 
 
Orientadora: Eliane Colla. 
Co-orientadora: Cristiane Canan. 
Dissertação (Mestrado) – Universidade Tecnológica Federal do 
Paraná. Programa de Pós-Graduação em Tecnologia de Alimentos. 
Medianeira, 2015. 
Inclui bibliografias. 
 
1. Reaproveitamento (Tecnologia química). 2. Agroindústria. 3. 
Farelo de arroz. 4. Alimentos – Dissertação. I. Colla, Eliane, orient. II. 
Canan, Cristiane, co-orient. III. Universidade Tecnológica Federal do 
Paraná. Programa de Pós-Graduação em Tecnologia de Alimentos. 
IV. Título. 
 
                                    CDD: 664  - Ed. 22 
Biblioteca Câmpus UTFPR Medianeira 
 Marci Lucia Nicodem Fischborn 9/1219 
 
 
 
5 
 
6 
 
AGRADECIMENTOS 
 
Sou imensamente grata, 
à Deus pela vida; 
a meus pais, Claudinei Augusto Pazuch e Clarice Jacinta Pazuch, por me ensinarem 
a viver e por jamais deixar de acreditar em mim; 
à Aelson Marques Berlanda, pela imensa paciência; 
às orientadoras Eliane Colla e Cristiane Canan, pela sabedoria, dedicação, paciência 
e pelo exemplo de pessoas e profissionais; 
aos professores Deisy Alessandra Drunkler, Éder Lisandro de Moraes Flores, Ângela 
Claudia Rodrigues, Paulo Rodrigo Stival Bittencourt, Saraspathy Naidoo Terroso Gama de 
Mendonça, Marinês Paula Corso que, muito atenciosos, prestaram auxílio em momentos de 
dúvida; 
à professora Wilma Spinosa, que com muita paciência e atenção me conduziu para o 
caminho certo; 
as minhas fieis companheiras de bancada, Caroline Zabotti, Manoella Moura 
Monteiro de Jesus, Ítala Maria Gouveia Marx, Tatiane Cristina Gonçalves de Oliveira, por me 
manterem confiantes neste período e por serem fundamentais no êxito deste trabalho; 
as minhas colegas de batalha, doutorandas, mestres, mestrandas, Tania Becker-
Algeri, Mariana Manfroi Fuzinatto, Denise Castagnaro, Ruth dos Santos, Leidiane Accordi 
Menezes, Fernanda Caspers Zimmer, Crislaine Ferrari, Anne Luize Lupatini e Ana Paula 
Bloot por compartilharem seus conhecimentos, e, mais importante, escutar, aconselhar e 
confortar; 
à Jacso Fernandes dos Santos, pela inspiração; 
às empresas Irgovel, Frings, Latino Americana e Chemim, em nome de Fabrízio, 
pelas doações que foram fundamentais para o sucesso deste trabalho. 
Enfim, agradeço a todos que ficaram na torcida, que acompanharam e que estiveram 
preocupados com o sucesso desta etapa. 
 
7 
 
GENERAL ABSTRACT 
 
 
INTRODUCTION AND AIMS ─ Rice is one of the most consumed cereal in the world. The 
processing results in rice bran, a byproduct derived from the stripping step. Currently, the 
bran is only used for oil extraction; the defatted bran is generally used in animal feed 
production. The manufacturing of vinegar provides a means of using raw materials under-
utilized in industrial establishments, therefore, the development of process that add value to 
rice bran, as the possibility of use as substrate in fermentation process, like the vinegar 
production, is an alternative to increase the applications of this agro-industrial residue, which 
has a high nutritional and antioxidant potential due to the presence of proteins (15 %), 
carbohydrates (47 %) and phytic acid (6 %) in considerable concentrations. Phytic acid is a 
current research topic of studies in different fields such as in food preservation, antioxidant 
metals and human health, with anticancer activity, in the treatment of diabetes, renal calculus 
and Parkinson's disease. The defatted rice bran (DRB) can be applied as substrate for 
fermentation processes, but a preliminary step of hydrolysis is necessary to convert complex 
carbohydrates into fermentable sugars. After the hydrolysis, a double fermentation is 
performed: the substrate is consumed by yeasts in the alcoholic fermentation step, producing 
ethanol for the subsequent acetification (acetic fermentation). Among the steps of the vinegar 
processing, clarification aims to eliminate all substances suspended in solution, to make it 
clear. Bentonite is a widely used clarifier, being efficiently used in the clarification of white 
wine and vinegar industry, mainly to eliminate the protein turbidity. In view of these 
considerations, the aim of this study was to obtain DRB vinegar by submerged fermentation, 
the evaluation of its antioxidant activity, the optimization of clarification step and sensory 
analysis of obtained vinegar. 
 
METHODS ─The DRB was ground and hydrolyzed enzymatically, using three commercial 
enzymes: protease (ALCALASE 2.4L), α-amylase (TERMAMYL 2X) and amyloglucosidase 
(AMG 300L). After centrifugation of the hydrolysed medium, the supernatant was submitted 
to alcoholic fermentation with a culture of Saccharomyces cerevisiae (Saf-instant®), in a 3L 
erlenmeyer flasks containing 1.5 L of hydrolysed medium, pH adjusted 5.0, and 5.0 % (w/v) 
inoculum. The incubation was carried out under stationary conditions at 30 °C for 48 h. 
Subsequently, the wine (product of alcoholic fermentation) with 3.62±0.23 % of ethanol was 
centrifuged and frozen for use in the acetic fermentation, in a bench fermentor. The 
conditions used for activation of acetic bacteria were: 30 °C, aeration flow of 0.25 VVM 
(volume of air / volume of medium x minute) and agitation of 300 rpm. The inoculum used 
was the strong alcohol vinegar, assigned by the company Chemim Foods at the ratio of 
1.5:1.0 of the base wine, plus 1.0 g·L-1 of Acetozyn (mixture of inorganic salts, sugars, plant 
extracts, amino acids and vitamins, food grade) for the supply of nutrients necessary for 
acetic bacteria. During acetic fermentation sample collection was carried out every eight 
hours for monitoring the acidity (acetic acid content) and alcohol content. The end of 
acetification process occurred when the alcohol content reached close to 0.5 %. Upon 
completion of the acetification, the vinegar was clarified by vacuum filtered and pasteurized 
at 65 °C for 30 minutes. The acetic fermentation was evaluated according to the performance 
and process productivity. In the optimization stage of acetic fermentation, a Full Factorial 
design (FFD) (22 with 3 central points, 7 runs) was applied to evaluate the influence of 
agitation (100-500 rpm) and aeration (0.25 to 1.0 VVM) over the stoichiometric yield and TC 
yield (TC - sum of the concentration of ethanol and acetic acid). The characterization of the 
vinegar was performed by determinations of total acidity, alcohol content, total solids and 
ash); the antioxidant activity was made by DPPH• and ABTS+ methods. To optimize the 
clarification step of the DRB vinegar, two Central Composite Rotatable Designs (CCRD) 
were applied to evaluate the influence of the concentration of clarifying agent (bentonite) and 
time of process under the vinegar color parameters (L*, a*, b*). The DRB vinegar and two 
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other commercial rice vinegars was also evaluated by sensorial analysis using the Hedonic 
Scale method (nine points) and Preference Ranking Test with 112 judges not trained. 
 
MAIN RESULTS─The yield obtained by the total concentration (TC) for DRB vinegar ranged 
from 74.21±1.96 % to 97.60±0.67 %. In the optimization of acetic fermentation step, both 
variables had a positive effect on the answers within the range studied. To the antioxidant 
activity, the DPPH• method resulted in EC50 = 10.62±1.42 µg·ml
-1, which corresponding to the 
sample required to reduce by 50 % the initial concentration of DPPH• radical. The ABTS+ 
method resulted in 0.010±0.001 mM Trolox/ml. The step of DRB vinegar clarification was 
optimized in the follow conditions: 30-48 hours to time of process, and 2 to 3.5 % for the 
concentration of bentonite, where was obtained higher values for L* (lightness). In relation to 
the physical-chemical analyzes with the non-clarified and clarified vinegar was observed 
significant differences between the trials (p<0.05). In sensory evaluation the evaluated 
attributes was color (6.34), consistency (6.81), aroma (5.41), flavor (5.30) and overall 
evaluation (5.74); the acceptability rate of the three samples were close: 77.8 %, 70.6 % and 
63.8 % (two commercial vinegar and DRB vinegar, respectively). Under Brazilian law, the 
vinegars were produced within the required parameters: real alcohol content <1 %; volatile 
acidity>4.0 g of acetic acid·100 ml-1; reduced dry extract>7.0 g∙L-1; with the exception of ash 
content, which should be between 1-5 g∙L-1, which can be explained by the raw material used 
(defatted rice bran) that has a high ash content. 
 
DISCUSSION AND CONCLUSION─According to the results obtained it was concluded that 
the defatted rice bran can be used as a substrate in submerged fermentation processes, in 
this case, to obtain vinegar. The submerged fermentation was efficient regarding the 
conversion of ethanol to acetic acid (74.21±1.96 % to 97.60±0.67 %) during the eleven 
process repetitions (30 ºC, 300 rpm, 0.25 VVM), indicating that losses by evaporation or 
super oxidation during the process acetification were low. By the results of CCRD applied to 
optimize the step of acetic fermentation it was observed positive effects of the two variables 
(aeration and agitation) on the answers (stoichiometric yield and TC yield), within the range 
studied. The stoichiometric yield (79.97±7.97 %) and CT yield (100.50±1.27 %) showed 
superior results where the aeration and agitation were 1.0 VVM and 500 rpm, respectively. 
About the antioxidant activity the result (EC50 = 10.62±1.42 µg·ml
-1) was satisfactory for the 
DPPH• method, because it lower than the values found in the literature, ie, showed higher 
antioxidant activity. On the other hand, for the ABTS+ method the result found (0.010 mM 
Trolox/mL) was not satisfactory, because has less antioxidant activity compared with other 
vinegars analysed by this method. From the defatted rice bran it was possible to produce 
vinegar with important antioxidant activity, as confirmed by DPPH• method and by the 
presence of phytic acid, which makes a product with functional properties. Added to this it is 
necessary to evaluate their sensory attributes in order to improve them and ensure the 
highest consumer acceptability, since the acceptability of DRB vinegar was below the 
recommended, however similar to the assessed commercial vinegars. In the step of 
clarification was possible to determine an optimum range for the variables studied (bentonite 
concentration and time of process), to increase the brightness (L*). 
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RESUMO GERAL 
  
INTRODUÇÃO E OBJETIVOS ─ O arroz está entre os cereais mais consumidos no mundo, 
gerando no seu beneficiamento, o farelo de arroz, subproduto oriundo da etapa de 
descascamento. Atualmente, o farelo é utilizado somente para extração de óleo e o farelo 
desengordurado, na produção de ração animal. A fabricação de vinagre proporciona um 
meio de utilização deste coproduto subutilizado dos estabelecimentos industriais, portanto, o 
desenvolvimento de processos que agreguem valor ao farelo de arroz, tal como a 
possibilidade de sua utilização em processos fermentativos como a produção de vinagre, 
apresenta-se como uma alternativa de valoração deste coproduto da agroindústria. Este 
apresenta elevado potencial nutritivo e antioxidante, devido a presença de proteínas (15 %), 
carboidratos (47 %), e ácido fítico (6 %) em concentrações consideráveis. O ácido fítico é 
objetivo de estudo em diferentes áreas, como na ciência de alimentos: conservante e 
antioxidante de metais, e na saúde humana, com atividade anticancerígena, no tratamento 
da diabetes, cálculo renal e doença de Parkinson. Para que o farelo de arroz 
desengordurado (FAD) possa ser aplicado como substrato para processos fermentativos, é 
necessária uma etapa de hidrólise prévia, para a quebra dos carboidratos complexos. Uma 
vez realizada a hidrólise realiza-se uma dupla fermentação: o substrato é consumido pelas 
leveduras na etapa de fermentação alcoólica, produzindo-se etanol para a posterior 
acetificação (fermentação acética). Dentre as etapas de beneficiamento do vinagre, a 
clarificação é a etapa que objetiva eliminar todas as substâncias em suspensão e outras em 
dissolução existentes na bebida, para torná-la límpida e cristalina. Um clarificante 
amplamente utilizado é a bentonita, sendo empregada com eficiência na clarificação de 
vinho branco e na indústria vinagreira, principalmente para eliminar a turvação proteica. 
Tendo em vista estas considerações, o objetivo deste trabalho foi a obtenção de vinagre de 
FAD por fermentação submersa, a avaliação da sua atividade antioxidante, bem como a 
avaliação da etapa de clarificação e a análise sensorial do vinagre obtido. 
 
MÉTODOS ─ O FAD foi moído e hidrolisado enzimaticamente, utilizando-se três enzimas 
comerciais: protease (ALCALASE 2.4 L) -amilase termoestável (TERMAMYL 2X) e  
amiloglucosidase (AMG 300L). Após a centrifugação do meio hidrolisado o sobrenadante foi 
submetido à fermentação alcoólica com um cultivo puro de Saccharomyces cerevisiae (Saf-
instant®), em erlenmeyers de 3L, contendo 1,5 L de meio hidrolisado, com pH ajustado em 
5,0 e com 5,0 % (m/v) de inóculo. A incubação foi realizada sob condições estacionárias a 
30 °C, durante 48 h. Posteriormente, o vinho, com 3,620,23 % de etanol (produto obtido da 
fermentação alcoólica) foi centrifugado e congelado para ser utilizado na fermentação 
acética, em um fermentador de bancada. As condições utilizadas para ativação das 
bactérias acéticas foram: 30 °C, fluxo de aeração de 0,25 VVM (volume de ar/volume de 
mosto x minuto) e agitação de 300 rpm. O inóculo utilizado foi uma cultura mista não 
pasteurizada com aproximadamente 8 % de ácico acético, cedido pela empresa Chemim 
Alimentos, na proporção de 1,5:1,0 do vinho base, acrescido de 1,0 g·L-1 de Acetozyn 
(mistura de sais inorgânicos, açúcares, extratos vegetais, aminoácidos e vitaminas, grau 
alimentício), para o fornecimento dos nutrientes necessários para as bactérias acéticas. 
Durante a fermentação acética foi realizada a coleta de amostras, a cada oito horas, para o 
acompanhamento da acidez (teor de ácido acético) e teor alcoólico.  A finalização do 
processo de acetificação ocorreu quando o vinagre atingiu teor alcoólico próximo a 0,5 %. 
Ao término da acetificação o vinagre foi clarificado, filtrado à vácuo e pasteurizado a 65 ºC 
por 30 minutos. A fermentação acética foi avaliada segundo o rendimento e produtividade do 
processo. Na etapa de otimização da fermentação acética utilizou-se um Planejamento 
Fatorial Completo (PFC) (22 com 3 repetições no ponto central, totalizando 7 ensaios) para 
avaliar a influência da agitação (100 a 500 rpm) e aeração (0,25 a 1,0 VVM) sobre o 
rendimento estequiométrico e o rendimento CT (concentração total - soma da concentração 
de etanol e de ácido acético). Posteriormente foram realizadas as análises para 
caracterização do vinagre (acidez total, teor alcoólico, extrato seco reduzido e cinzas) e a 
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determinação da atividade antioxidante (método DPPH• e ABTS+). Na etapa de estudo da 
clarificação do vinagre, foram aplicados dois DCCR’s para avaliar a influência da 
concentração do clarificante (bentonita) e do tempo de processo sobre a cor do fermentado 
acético (parâmetros L*, a* e b*). O vinagre também foi avaliado sensorialmente por 112 
julgadores não treinados, pelo método de Escala Hedônica de 9 pontos e pelo Teste de 
Ordenação de Preferência. 
 
PRINCIPAIS RESULTADOS ─ Foi possível obter o vinagre de FAD sendo que o rendimento 
obtido pela concentração total (CT), variou de 74,21,1,96 % a 97,600,67 %. Na otimização 
do processo da fermentação acética, ambas variáveis exerceram efeito positivo sobre as 
respostas, dentro da faixa estudada. Para a atividade antioxidante, o método de DPPH• 
resultou em EC50 = 10,62±1,42 µg·mL
-1, que corresponde a amostra necessária para reduzir 
em 50 % a concentração inicial do radical DPPH•. Para o método ABTS+ o vinagre resultou 
em 0,010±0,001 mM Trolox/mL. A etapa de clarificação do vinagre de FAD foi otimizada nas 
condições de 30 a 48 h para o tempo de processo e 2 a 3,5% para a concentração de 
bentonita, faixa onde se obteve a melhor resposta para o parâmetro L* (luminosidade). Na 
avaliação sensorial os atributos avaliados foram: cor (6,34), consistência (6,81), aroma 
(5,41), sabor (5,30) e avaliação global (5,74) e o índice de aceitabilidade das três amostras 
ficaram próximas: 77,8 %; 70,6 % e 63,8 % (dois vinagres comerciais e o vinagre de FAD, 
respectivamente). Em relação às análises físico-químicas realizadas com o vinagre não 
clarificado e clarificado, observaram-se diferenças siginificativas entre os ensaios (p<0,05). 
Segundo a legislação brasileira, os vinagres produzidos ficaram dentro dos parâmetros 
exigidos: teor alcoólico real < 1 %; acidez volátil > 4,0 g de ácido acético·100 mL-1; extrato 
seco reduzido > 7,0 g∙L-1; com exceção do teor de cinzas, que deve ficar entre 1 a 5 g∙L-1, 
fato que pode ser explicado devido a matéria-prima utilizada (farelo de arroz 
desengordurado) que possui alto teor de cinzas. 
 
DISCUSSÃO E CONCLUSÃO ─ De acordo com os resultados obtidos foi possível constatar 
que o farelo de arroz desengordurado pode ser utilizado como substrato em processos 
fermentativos submersos, neste caso, para obter vinagre. O processo de fermentação 
submersa foi eficiente no que diz respeito a conversão do etanol a ácido acético (74,211,96 
% a 97,600,67 %) durante as onze repetições do processo (30 ºC, 300 rpm, 0,25 VVM), 
indicando que as perdas por evaporação ou superoxidação durante a acetificação foram 
baixas. Nos resultados obtidos no DCCR aplicado para otimização do processo de 
acetificação, foi possível observar o efeito positivo das duas variáveis (aeração e agitação) 
sobre as respostas (rendimento estequiométrico e rendimento CT), dentro da faixa 
estudada. O rendimento estequiométrico (79,977,97 %) e rendimento CT (100,501,27 %) 
apresentaram resultados superiores onde a aeração e agitação estavam em 1,0 VVM e 500 
rpm, respectivamente. Em relação a atividade antioxidante o resultado (EC50 = 10,62±1,42 
µg·mL-1) foi satisfatório para o método DPPH•, sendo inferior a valores encontrados na 
literatura, ou seja, apresentou maior atividade antioxidante. Por outro lado, para o método 
ABTS+, o resultado encontrado (0,010 mM Trolox/mL) não foi satisfatório, sendo inferior 
(menor atividade antioxidante) a outros vinagres analisados por esta metodologia. A partir 
do farelo desengordurado de arroz foi possível produzir vinagre com importante capacidade 
antioxidante, confirmada pelo método de DPPH• e pela presença de ácido fitico, o que o 
torna um produto com propriedades funcionais. Somado a isso há que se avaliar seus 
atributos sensoriais, de modo a melhorá-las e garantir maior aceitabilidade pelos 
consumidores, visto que a aceitabilidade do vinagre de FAD ficou abaixo da recomendada, 
contudo semelhante ao dos vinagres comerciais avaliados. Para a etapa da clarificação foi 
possível determinar uma faixa ótima para as variáveis estudadas (concentração de 
clarificante e tempo de processo), visando o acréscimo da luminosidade (L*). 
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CAPÍTULO 1 
 
Literature Review 
 
Vinegar: functional aspects 
 
Vinagre: aspectos funcionais 
 
Resumo - O vinagre é um condimento amplamente utilizado, consumido por todas as classes sociais 
e com grande potencial para benefícios a saúde, o que justifica a preocupação com sua atividade 
benéfica. O país ainda é principiante em pesquisas com vinagre, tanto na verificação do seu potencial 
para a saúde, quanto nas matérias-primas utilizadas e no processo de produção. O artigo tem como 
objetivo reunir e discutir estudos que comprovam a ação benéfica do vinagre para a saúde humana. 
Em estudos realizados na Europa e Ásia, observou-se que o consumo do vinagre pode trazer 
benefícios, pois apresentou efeito antitumoral, redução do nível de glicose no sangue, efeitos no 
sistema imunitário, efeito anti-hipertensivo, dentre outros. Os responsáveis pelos efeitos medicinais 
são o ácido acético (com teor mínimo de 4 % nos vinagres, segundo a legislação brasileira), e outros 
compostos resultantes do metabolismo dos microrganismos durante as etapas de fermentação e/ou 
envelhecimento. Apesar destes resultados, ainda é deficiente pesquisas in vivo e, portanto, as doses 
diárias recomendadas que comprovem a eficácia medicinal do vinagre são desconhecidas. Desta 
forma, tendo em vista os resultados favoráveis não se pode ignorar o potencial funcional deste 
fermentado acético, sendo necessários estudos que evidenciem suas propriedades funcionais. 
Palavras-chave adicionais: consumo de vinagre; ação antioxidante; benefícios para a saúde 
humana. 
  
Abstract - Vinegar is a widely used condiment, consumed by all social classes and has great potential 
for health benefits, which justifies the concern for their beneficial activity. The country is still a beginner 
in vinegar research, concerning the verification of its health benefitd, as the raw materials used and 
the production process. The article aims to gather and discuss studies that show the vinegar beneficial 
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effects for human health. In studies conducted in Europe and Asia, it was observed that consumption 
of vinegar can be beneficial, as it showed antitumor effect, reduced the blood glucose level, effects on 
the immune system, anti-hypertensive effect, among others. Those responsible for the medicinal 
effects are acetic acid (at least 4 % in vinegars, under Brazilian law), but also other compounds 
resulting from the metabolism of microorganisms during the stages of fermentation and/or aging. 
Despite these results, “in vivo” research as are still deficient concerning the recommended daily doses 
that prove the medicinal efficacy of vinegar are unknown. However, in view of the favorable results, 
the functional potential of these vinegars should not be ignored, then, more studies are necessary in 
order to demonstrate thier functional properties. 
Additional keywords: vinegar consumption; antioxidant action; human health benefits. 
 
1. Introduction 
According to the technical regulation for the setting of identity and quality standards for 
vinegars, by vinegar or acetic acid fermented it is understood the product derived from the acetification 
of the alcoholic fermentation of mash of fruits, cereals or other vegetables, honey, mixed vegetables, 
or, still, from a hydroalcoholic mixture, with the possibility of adding vegetables, plant parts, aromatic 
plant extracts, juices, natural flavors or seasonings. The maximum value of 1.00 % (v/v) ethanol at 20 
°C and at least 4.00 % of volatile acidity (Brasil, 2012) must be found. 
The vinegar is a solution of diluted acetic acid resulting from a double fermentation, alcoholic 
and acetic, of any candied fermentable substrate (Solieri & Giudici, 2008). It is widely used in a 
traditional food in Brazil and easily accessible, but yet little is known about its functional properties. 
This is one of the consequences of the tiny number of researches conducted on this subject. Europe 
and Asia are already ahead with studies in this area, and have interesting results that prove the large 
number of functional compounds present in vinegars from these regions (Budak et al., 2014). 
The consumption in Brazil is still low compared with the first world countries, considering that 
each Brazilian consumes on average 0.8 liters of vinegar per year, while in Europe and the United 
States this average is 1.8 liters per year per capita (Anav, 2013). 
The vinegar has various purposes, being used since ancient times in the human diet as food 
flavoring and preservative, as well as on the basis of single medicines for humans and animals 
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(SolieriI & Giudici, 2009). This fermented product has been used also in some countries as a drink for 
medicinal purposes (Rainieri & Zambonelli, 2009). 
For the food industry, the range of functionality of the vinegar is wide, due to its ability to 
reduce the pH of foods, inhibiting the growth of bacteria. It also prevents the growth of fungi, disinfects 
the equipments and neutralizes unpleasant odor of some foods (Vithlani & Patel, 2010). 
The multiple features of vinegar are not deriving from the modern world, as there are 
approximately 5 thousand years that vinegar is produced and marketed. The Babylonians traded 
vinegar flavored with fruit, honey and malt until the sixth century. Records in the Old Testament 
indicated the use of vinegar as a medicine for treatment of wounds (Budak et al., 2014). 
The Chinese also already knew it, as they use vinegar for more than 3000 years; in addition to 
flavoring and preservative, it has been used for medicinal purposes in traditional Chinese medicine 
(Fan et al., 2011). 
The microorganisms responsible for vinegar acetic fermentation produce, besides the acetic 
acid, various metabolic compounds that modify the flavor of the product. Some vinegars, such as rice, 
balsamic and fruit, in general are known to contain antioxidants, antitumor compounds and other 
bioactive metabolites that can be responsible for its beneficial health effects (Murooka et al., 2009; 
Giudici et al., 2009; Vanin et al., 2012). 
Foods or drinks that have beneficial properties to the human body can be classified as 
functional foods. These foods are defined as any substance, or constituent of a food, that provides 
health benefits, and have adequate nutritional effects. It can only be considered functional if its 
beneficial action is shown to one or more target functions in the body, being important both for the 
well-being and health as well as reducing the risk of a disease (Siró et al., 2008; Ordoudi et al., 2014). 
According to resolution establishing the basic guidelines for analysis and verification of 
functional properties and/or of health alleged in labeling of foods, functional property claim is that the 
one which shows the metabolic or physiological role that the nutrient or non-nutrient plays in the 
growth, development, maintenance and other normal functions of the human body (Brasil, 1999). 
Since vinegar has been the subject of researches that characterize it as a functional food, 
mainly due to its antioxidant action, this article aims to gather and discuss studies showing the 
beneficial action of vinegar to human health. 
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2. Functional properties of vinegar 
The phenolics and antioxidants present in vegetables and beverages depend on the feedstock 
used and on the processing and aging, because the fermentation, for example, may change the 
chemical nature and effectiveness of its phenolic constituents (Shahidi et al., 2008; Cerezo et al., 
2010). Fruit vinegars are considered superior in sensory and nutritional qualities, when compared to 
other types of vinegar (Marques et al., 2010.) 
The duration of the fermentation process of the Brazilian vinegar is much smaller and can take 
a few hours, and aging is not a usual practice, what characterizes a product (vinegar) with lower 
functional characteristics (Budak et al., 2014). 
Many studies argue for the functional properties of rice vinegar, the kurosu, traditional 
Japanese vinegar, one of the most common traditional vinegars in Japan, with a high concentration of 
amino acids and organic acids compared with other vinegars. Kurozu is used in Japan as a healthy 
drink to relieve hypertension, prevent cancer and improve the symptoms of allergies. Many of these 
effects have been shown in scientific studies (Shimoji et al., 2002; Fukuyama et al., 2007; Hashimoto 
et al., 2013; Miyoshi et al., 2014.). 
White rice vinegar may have antiglycemic function (Salbe et al., 2009; Gu et al., 2012), brown 
rice vinegar (kurosu) has benefits across the immune system (Hashimoto et al., 2013) and antitumor 
effect, for example (Fukuyama et al., 2007). 
Gu et al. (2012) found that the consumption of Chinese white rice vinegar helped in controlling 
blood glucose; Fan et al. (2011) obtained similar results, verifying inhibitory activity of α-glucosidase, 
which can be useful for diabetics. Other studies have demonstrated benefits across the immune 
system (Hashimoto et al., 2013) and anti-hypertensive effect (Kondo et al., 2001). 
Part of kurosu functional properties may be explained by the production process, which is 
done using slow or static process (Murooka et al., 2009). This process is not used industrially, and the 
Brazilian production uses, mostly, the submerged process (Budak et al., 2014). The process of 
fermentation lasts 6 months, followed by a year, at least, of aging. During this process, the majority of 
micro-organisms associated with fermentation loses its activity, and it is expected the presence of 
microbial components responsible for some of the functional properties of the vinegar (Hashimoto et 
al., 2013). 
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Besides the rice vinegar, the vinegar of other raw materials are also featured in functional 
properties, such as sherry wine vinegar with different fruits (orange, strawberry, grape and lemon) 
(Bastante et al., 2010); apple vinegar, with potential in the prevention of tumors (Abe et al., 2007), in 
lowering cholesterol and triglycerides level (Budak et al., 2011); vinegar made from ginseng extracts 
with antiglycemic and antidiabetic effect (Lim et al., 2009); pomegranate vinegar, being classified as a 
functional condiment due to phenolic compounds and antioxidant activity with potential in reducing the 
accumulation of visceral fat (Oodoudi et al., 2014; Park et al., 2014). In Indian jujube vinegar 
(Zizyphus mauritiana) - a little exploited Indian fruit - the authors found a high antioxidant activity of the 
fermented, and it may be defined as a functional vinegar (Vithlani & Patel, 2010); and, in general, 
Salbe et al. (2009) assessed the effects of vinegar on the regulation of human glucose and possible 
mechanisms of action. 
 
2.1 Antioxidant action 
Antioxidants can be defined as stable molecules which can donate electrons to the free 
radicals and thus neutralize them, reducing thereby their ability harmful to the human body (Halliwell, 
1995). They can help to protect the body against damage caused by reactive oxygen species 
(Halliwell et al., 1995). 
Free radicals are defined, in general, such as organic and inorganic molecules and atoms 
containing one or more unpaired electrons, with independent existence (Haliwell, 1994). They can 
attack important macromolecules causing oxidative damage to cells and disruption of homeostasis. 
The target of the free radicals includes all types of molecules of our body, but the most affected 
molecules are lipids, nucleic acids and proteins, and therefore they are involved in the development of 
some degenerative diseases (Rao et al., 2011). 
The source by which free radicals are formed in our body can be endogenous or exogenous. 
Endogenous sources originate from biological processes that usually occur in the body, and 
exogenous sources include smoking, air pollution, organic solvents, anesthetics, pesticides and 
radiation (Machlin & Bendich, 1987; Soares, 2002). 
Antioxidants are one of the compounds with biological activity present in vinegars, which has 
great ability to scavenge free radicals (Xu et al., 2007). 
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In a study developed with pomegranate vinegar, it was compared the content of total and 
individual polyphenols, anthocyanins and the antioxidant activity of vinegar and fresh pomegranate 
juice. It was found that the alcoholic fermentation was ten times lower in anthocyanins than the 
vinegar, which in turn had the same concentration as the fresh juice. It was concluded that this vinegar 
has potential as functional condiment based on its composition in phenolic compounds and moderate 
antioxidant activity (Ordoudi et al., 2014). 
In India, the authors produced a jujube vinegar (Zizyphus mauritiana) (traditional country fruit) 
and rated physical (titratable acidity, pH, total sugars) and biochemical (phenolic content and 
antioxidant activity) parameters of the product. They found that the phenolic content and antioxidant 
activity (using the DPPH and ABTS methods) increased to vinegar compared with fresh fruit juice. 
Thus, they concluded that vinegar has a considerable amount of antioxidants and antioxidant activity, 
and may be defined as a functional vinegar (Vithlani & Patel, 2010). 
Regarding the production of vinegar from cereal, studies in Japan showed that the vinegar 
made from brown rice (kurosu) has a high antioxidant activity, especially for its phenolic content 
(Shahidi et al., 2008). The rice bran, constituent of brown rice, also has antioxidant potential and 
beneficial effects for health due to the presence of phytic acid. The bran, a by-product of the rice 
industry, is produced on a large scale, being constituted by pericarp, aleurone, and seed, with a phytic 
acid content of about 5.88 ± 0.09% (Canan et al., 2011). 
The antioxidant activity of phytic acid is being studied in several areas, for example, in food 
preservation (Stodolak et al., 2007; Canan, 2012), oxidation of metals (Gupta et al., 2013), and in 
human health, with anticancer activity (Norazalina et al., 2010; Norhaizan et al., 2011), in the 
treatment of diabetes (Lee et al., 2006), renal calculus (Saw et al., 2007), and Parkinson's disease (Xu 
et al., 2008). 
In Brazil, a study conducted to evaluate the antioxidant activity, in vitro, and determine the 
polyphenol content of different types of vinegars sold in the south of the country, found that the 
vinegar samples (23 in total) showed a great variation in the parameters studied. The evaluated 
vinegars were of red wine, white wine, red agrin, white agrin, balsamic, alcohol, apple, rice and 
orange. The highlight for the antioxidant activity was for balsamic vinegar (Vanin et al., 2012). 
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2.2 Antitumor effect 
Research involving the antitumor effect are linked mostly to kurozu vinegar. According to 
Hashimoto et al. (2013), many microbial components have antitumor effect. Therefore, it is believed 
that microbial components of kurosu can help in preventing cancer and relieve allergies. 
Shimoji et al. (2002) analyzed the antioxidant activity of kurosu, and found that the phenolic 
compounds present in the product had antitumor activity. The main compounds studied were the 
dihydroxy ferulic acids (DFA), dihydroxy sinaptic acids (DSA), ferulic, synaptic, vanillin, and p-
hydroxycinnamic acids, and the first two were the main contributors in inhibiting tumors. DFA and DSA 
are homologous of ferulic acid and sinapic acid, which are known as natural antioxidants occurring in 
rice, wheat, brown rice, and other grain. The antioxidant activities of DFA and DSA were evaluated by 
scavenging activity method of DPPH radicals (Yamaguchi et al., 1998). 
In another study, in which tests in vitro and in mice skin were performed, it was evidenced the 
antitumor effect of the vinegar. An extract of kurosu vinegar (1ml/100ml acetone) was used and 
applied to rats for 15 days. A reduction of 36 % in the average number of tumors per mouse was 
presented. It was also found that the kurosu (brown rice vinegar) had higher levels of antioxidant 
activity than rice vinegars, grain vinegars and wine vinegars. The antioxidant and scavenging 
properties, and interference in the formation of free radicals, were the explanations found for this effect 
(Nishidai et al., 2000). 
The antitumor effect was evaluated in rats comparing kurozu and kurozu moromimatsu (solid 
residue from the production of kurozu vinegar, after aging). The volume of the tumors in the control 
group and the group administered with kurozu were the same, as for the group on which kurozu 
moromimatsu was used, there was significant reduction in size, indicating beneficial effects of vinegar 
sediment (Fukuyama et al., 2007). 
 
2.3 Antiglycemic effect 
Studies that show the antiglycemic effect of vinegar are known for over a century, being 
demonstrated both in animals and in humans, however the exact mechanism of action is still unknown 
(Salbe et al., 2009). 
The antiglycemic effect of vinegar was reported in 1988 by researchers Ebihara and Nakajima 
(Ebihara & Nakajima, 1988). These authors studied mice that were fed with a 25 % casein-sucrose 
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purified diet for 2 weeks. The animals were divided into two groups of 6 rats, fasted for 24 hours, and 
then a corn starch solution was administered to 10 % (w/v), with or without 2 % (v/v) acetic acid to 
provide 100 mg of starch in 100 g body weight. The rapid rise and decline of glucose concentrations in 
blood were inhibited in the group treated with acetic acid. 
The same authors studied the effect on men, by using a strawberry vinegar and no more 
acetic acid. A sucrose solution which contained 50 g of sucrose and 60 ml of commercial strawberry 
vinegar was administered to a group, and 300 ml of a sucrose solution containing 53.6 g of sucrose 
(control meal) to another. The acetic acid content of this commercial strawberry vinegar (Nakano 
Vinegar Co. Ltd.) was 5 %, and the vinegar contained 6 % sugar substance (sucrose + glucose + 
fructose). One week after the first trial a similar experiment was performed, reversing meals for each 
group. The results for blood glucose were akin for the two groups, the insulin level, on the other hand, 
was 20 % lower for the group that consumed the vinegar. The authors state that while further studies 
are necessary to investigate the mechanism of action of the acetic acid, the vinegar can be applied to 
control the hyperglycemic response after a meal. 
One of the latest studies was held by Gu et al. (2012), who investigated the antidiabetic effect 
of white rice vinegar in diabetic rats induced by streptozotocin (STZ) - diabetogenic substance used to 
induce diabetes. The study was conducted with two groups of 6 rats, in one of them was administered 
white rice vinegar (2 ml/kg body weight/day) or with an equal volume of potable water for 1 month. As 
a result, it was verified the antidiabetic effect in controlling blood glucose, in insulin deficiency, in 
protecting the hepatocytes and beta cells. Given the importance of beta cells and hepatocytes 
protection in the development of diabetes and the importance of glycemic control, vinegar can be 
considered a dietary supplement promising for diabetics. 
Fan et al. (2011) studied five different Chinese vinegars, in order to characterize their 
composition and determine the inhibitory activity of α-glucosidase. On laboratory analysis, it was 
observed a strong inhibitory activity of α-glucosidase, an enzyme that slows carbohydrate digestion in 
the intestinal tract, which indicates application to studies on diabetics. 
Shishehbor et al. (2008) studied the reduction of lipid profile in rats, on which normal mice and 
diabetic ones, induced by streptozotocin (STZ), were fed with a diet containing 6% apple vinegar. The 
apple vinegar administration occurred 8 hours after STZ injection, for 4 weeks. In normal rats, there 
was significant reduction of low density lipoprotein (LDL) and significant increase in high density 
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lipoprotein (HDL). The apple vinegar also reduced serum triglycerides and increased HDL in diabetic 
mice, suggesting that the product may be used in the control of complications caused by diabetes. 
Ginseng vinegar has been evaluated and, with respect to the data gathered, it has potential for 
clinical use in the treatment of obesity in patients with diabetes mellitus type 2. The authors have used 
three groups of rats, one as control and the others administering 300 mg/kg and 500 mg/kg vinegar 
per day (Lim et al., 2009). 
 
2.4 Anti-hypertensive effect 
In the study of Kondo et al. (2001), a significant reduction in blood pressure during the 
experimental period of rice vinegar administration to spontaneously hypertensive rats (SHR) was 
observed. The rats were fed with a standard laboratory diet mixed with vinegar or acetic acid solution 
(about 0.86 mmol of acetic acid/day for 8 weeks). 
Another study reports that the ingestion of a drink derived from a red wine vinegar and grape 
juice (Budo-no-megumi
TM
) mixture, administering 3 ml/kg (recommended dosage of drink), inhibits the 
renin-angiotensin system in nonhypertensive rats. The management of the new drink supplied the 
activity of angiotensin converting enzyme (ACE) in vivo, which may partly explain the hypotensive 
action. In addition, the acetic fermentation can be useful for the prevention of various cardiovascular 
diseases, including atherosclerosis, ventricular remodeling after myocardial, infarction, diabetic 
nephropathy and hypertension (Honsho et al., 2005). 
 
2.5 Other benefits 
Mimura et al. (2004) conducted a study with kibizu, a sugar cane vinegar produced in Amami 
Oshima, Japan. The fraction extracted with an aqueous solution of 40% methanol showed high 
scavenging potential of DPPH radical, in addition to growth suppression of human leukemia cells (HL-
60). These results led the authors to believe that the active components in sugarcane juice could be 
converted into more lipophilic compounds by the alcoholic and acetic fermentation, with activity to 
induce apoptosis in HL-60. 
The first study to confirm the beneficial action of apple vinegar was developed by Budak et al. 
(2011), on which effects on blood lipid levels, liver function and steatosis and body weight in rats were 
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found, however it is emphasized the need for further studies to clarify the mechanisms of vinegar on 
the metabolism. 
In a study by Lee et al. (2013), tomato vinegar was produced and evaluated as to the efficacy 
of the treatment of lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes and in rats fed a high-fat diet. The rats 
were fed with a dose of 7 ml/kg/day, for 5 weeks, corresponding to the amount of drink per day in 
humans. It was concluded that tomato vinegar can be considered beneficial to prevent obesity and 
reduce visceral fat mass and hepatic steatosis in the obese rats induced by high-fat diet. 
It was found that, in long-term, the kurosu contains components that stimulate the innate 
immune system, which are considered to be derived from microorganisms involved in the fermentation 
process. At a concentration of 1 mg/ml, kurozu stimulated the production of cytokines, spleen cells of 
mice. This indicates that the kurozu components are recognized by TLR2, NOD1 and NOD2 (sensors 
of the innate immune system that recognizes pathogens) in the mouse immune system (Hashimoto et 
al., 2013). 
One of the metabolites (alkali-stable lipid) of acetic acid bacteria have demonstrated 
improvement of cognitive functions in rats that had brain injury. It was extracted the metabolite of 
acetic bacteria and administered in mice in the ratio of 165 or 1650 mg/kg per day for 14 days (Fukami 
et al., 2010). 
The activation of protein kinase (AMPK) has been recognized as promising in the treatment of 
obesity, the acetic acid consumed is absorbed by the the intestine and metabolized in the liver 
resulting in activation of protein kinase. The study was conducted with pomegranate vinegar, on 78 
overweight women, who were randomly assigned to receive either pomegranate vinegar (1.5 g acetic 
acid per day) or placebo, for 8 weeks. Vinegar decreases visceral adipose tissue (measured by 
computerized tomography), causing increased phosphorylation of AMPK in comparison with the 
placebo group (Park et al., 2014). 
 
Conclusions 
The number of studies found about the topic discussed is considerably high and current, for 
although some studies have been done decades ago, researchers continued to conduct scientific 
research, with interesting results. There is a large concentration of them in the east, investigating 
ancient traditional vinegars. In Brazil the number of researches is still limited. 
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Despite the studies conclude that vinegar can provide health benefits, its behavior in the 
human body is not known for sure. In vivo studies are still deficient, and therefore the recommended 
daily allowances proving the medicinal vinegar efficacy are unknown. 
However, one can not ignore the findings regarding the proof of the existence of phenolic 
compounds and the antioxidant property of compounds from fermented acetic studied. In addition, the 
growing concern of the population with the intake of functional foods and the consumption of vinegar 
in all social classes should arouse in the scientific team a yearning to seek new findings on the 
subject, especially in the quantification of a recommended daily intake for to achieve the expected 
benefits, as well as the development and improvement of fermentation processes. 
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CAPÍTULO 2 
 
OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO PARA OBTENÇÃO DE VINAGRE A PARTIR DE 
FARELO DE ARROZ POR FERMENTAÇÃO SUBMERSA  
 
Catiussa Maiara Pazuch; Ítala Maria Gouveia Marx; Tatiane Cristina Gonçalves de Oliveira; 
Cristiane Canan; Eliane Colla. 
 
Resumo: O farelo de arroz é um coproduto do processo de beneficiamento do arroz. Em 
grande escala é utilizado apenas para extração do óleo e o farelo desengordurado na 
fabricação de rações. O desenvolvimento de processos que agreguem valor ao farelo de arroz, 
tal como a possibilidade de sua utilização em processos fermentativos, como a produção de 
vinagre, apresenta-se como uma alternativa de valoração deste subproduto da agroindústria, 
que é rico em nutrientes e tem poder antioxidante. O objetivo deste trabalho foi desenvolver 
uma metodologia de produção de vinagre de farelo de arroz desengordurado (FAD) e otimizar 
o processo utilizando um planejamento experimental para avaliar a influência da agitação 
(100 a 500 rpm) e da aeração (0,25 a 1,0 VVM) durante o processo de fermentação acética, 
sobre o rendimento estequiométrico e o rendimento CT (Concentração Total - soma da 
concentração de etanol e de ácido acético). O vinagre foi obtido após os processos de 
hidrólise enzimática do FAD, de fermentação alcoólica e fermentação acética, seguindo-se 
com a caracterização físico-química, de acordo com a legislação brasileira. As etapas de 
hidrólise enzimática e fermentação alcoólica foram otimizadas em estudo anterior. Neste 
trabalho, foi avaliada a etapa da fermentação acética, pelo rendimento e produtividade do 
processo. Foi possível obter o vinagre de FAD, em onze ciclos fermentativos (11 ensaios). 
Posteriormente aos 11 ensaios, foi aplicado um Planejamento Fatorial Completo (PFC) (2
2 
com 3 repetições no ponto central, totalizando 7 ensaios) para avaliar a influência da agitação 
e aeração sobre as respostas estudadas  (rendimento estequiométrico e rendimento CT). 
Ambas variáveis exerceram efeito positivo sobre as respostas, na faixa estudada. O 
rendimento estequiométrico (79,977,97 %) e rendimento CT (100,501,27 %) alcançados no 
planejamento experimental foi superior com aeração e agitação em 1,0 VVM e 500 rpm, 
respectivamente. Em relação à produtividade (0,4730,01g/L.h), no ensaio do planejamento 
experimental em que a agitação foi a máxima (500 rpm) obteve-se 80 % de acréscimo em 
relação ao maior rendimento (0,0970,316 g/L.h) observado nos 11 ciclos fermentativos 
(onde os parâmetros do processo – temperatura, agitação e aeração – não foram modificados), 
realizados antes dos ensaios do PFC. Desta forma, foi possível utilizar o FAD como substrato 
num processo fermentativo, agregando valor a este subproduto.  
 
Palavras-chave: rendimento de fermentação acética, agitação e aeração, aproveitamento de 
resíduo agroindustrial. 
 
Abstract: Rice bran is a by-product of rice milling process. In a large scale it is used only for 
extraction of oil and defatted bran is used in animal feed production. The development of 
process that add value to rice bran, as the possibility of use as substrate in fermentation 
process, like the vinegar production, is an alternative to increase the applications of this agro-
industrial residue, which is rich in nutrients and has power antioxidant. The objective of this 
study was to develop a vinegar production methodology of defatted rice bran (DRB) and 
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optimize the process using an experimental design to assess the influence of agitation (100-
500 rpm) and aeration (0.25 to 1.0 MVV) during acetic fermentation process, on the 
responses: stoichiometric yield and TC yield (Total Concentration - sum of the concentration 
of ethanol and acetic acid). Vinegar was obtained by carrying out the enzymatic hydrolysis of 
the DRB, the alcoholic fermentation and acetic fermentation, followed by physicochemical 
characterization in accordance with Brazilian law. The steps of enzymatic hydrolysis and 
alcoholic fermentation were optimized in a previous study. In this work was evaluated the 
stage of acetic fermentation, the yield and process productivity. It was possible to obtain the 
DRB vinegar, in eleven fermentation cycles (11 trials). Later the 11 trials, a Full Factorial 
Design (FFD) was applied (2
2
 with 3 repetitions at the central point, totaling 7 trials) to 
evaluate the influence of agitation and aeration on the responses studied (stoichiometric yield 
and TC yield). Both variables had a positive effect on the answers within the range studied. 
The stoichiometric yield (79.977.97 %) and TC yield (100.501.27 %) achieved in the 
experimental design were superior with aeration and agitation at 1.0 VVM and 500 rpm, 
respectively. Regarding productivity (0.4730,01g/L.h), in the essay of experimental design 
in which the agitation was maximum (500 rpm) was obtained 80 % increase compared to the 
higher yield (0.0970.316 g/L.h) observed the 11 fermentation cycles, performed before the 
FFD tests. Thus, it was possible to use the DRB as a substrate in a fermentation process, 
adding value to this by-product. 
 
Keywords: acetic fermentation yield, agitation and aeration, agro-industrial residue 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
 O farelo de arroz desengordurado é o coproduto oriundo do descascamento do arroz e 
corresponde a 5-8 % do grão (FILARDI et al., 2007). O descascamento é realizado devido a 
maior aceitação do consumidor, que resulta, além do farelo, a casca. O arroz está entre os 
cereais mais consumidos no mundo (SHEN et al., 2009); cada brasileiro consome, por ano, 25 
kg do cereal. O Brasil é o nono produtor mundial, com 11,26 milhões de toneladas na safra de 
2009/2010 (MAPA, 2015), representando um valor superior a 900 mil toneladas de farelo por 
safra.  
Atualmente, o farelo de arroz produzido em larga escala é utilizado somente para 
extração de óleo; o farelo desengordurado é geralmente utilizado na produção de ração animal 
(SILVA et al., 2006). No que se refere a composição, apresenta elevado potencial nutritivo, 
pois contém proteínas, lipídeos, vitaminas e elementos minerais. Entre as vitaminas, as mais 
abundantes são as do complexo B e os tocoferóis. Possui ainda, alto teor de cinzas, sendo que 
o fósforo é o constituinte mineral mais abundante, ocorrendo também à presença significativa 
de potássio, magnésio e selênio (CRUZ, 2000). Além disso, o farelo de arroz apresenta 
potencial antioxidante e efeitos benéficos para a saúde, devido a presença de ácido fítico 
(aproximadamente 6,0 %, de acordo com CANAN et al., 2011), sendo constituído por 
pericarpo, aleurona, e germe.  
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Como o farelo de arroz é subutilizado, mas é rico em nutrientes, as suas aplicações 
têm sido cada vez mais diversificadas (CHAUD et al., 2009). Além da utilização em ração 
animal, foi avaliado a sua utilização na indústria de alimentos como antioxidante e 
suplemento, pois os peptídeos do farelo do arroz, além de alto valor nutricional, são 
hipoalergênicos (HAMADA et al., 1998); somado a isso, as propriedades funcionais dos 
concentrados de proteínas de farelo de arroz são comparáveis com as da caseína e têm bom 
potencial na indústria alimentícia (CHANDI e SOGI, 2007).  
A fabricação de vinagre proporciona um meio de utilização de matéria prima 
subutilizada dos estabelecimentos industriais, constituindo uma forma de aproveitamento de 
excedentes de safra (MARQUES et al., 2010). De acordo com Silveira e Furlong (2007), o 
farelo de arroz desengordurado possui 47 % de carboidratos e 15 % de proteínas, 
apresentando, portanto, potencial para a aplicação em processos fermentativos, por exemplo, 
na produção de vinagre, como alternativa para agregar valor a este subproduto da 
agroindústria. 
Para que o farelo de arroz desengordurado possa ser utilizado como substrato para 
processos fermentativos, é necessária uma etapa de hidrólise dos carboidratos complexos, a 
qual pode ser conduzida por via fúngica (por meio de inoculação de bolores), enzimática ou 
ácida, mas no caso da produção de alimentos, a mais indicada é a via enzimática (HARUTA 
et al., 2006). 
Segundo o regulamento técnico para fixação dos padrões de identidade e qualidade 
para vinagres, entende-se por vinagre ou fermentado acético o produto oriundo da acetificação 
do fermentado alcoólico de mosto de frutas, cereais ou de outros vegetais, de mel, ou da 
mistura de vegetais, ou ainda da mistura hidroalcoólica, podendo ser adicionado de vegetais, 
partes de vegetais ou extratos vegetais aromáticos ou de sucos, aromas naturais ou 
condimentos. Deve ter no máximo 1,00 % (v/v) de álcool etílico a 20 ºC e no mínimo 4,00 % 
de acidez volátil (BRASIL, 2012). 
Dentre os processos de obtenção de vinagre, a citar o processo lento ou Orleans, 
submerso, rápido ou alemão, o submerso é o sistema utilizado industrialmente. Apresenta 
várias vantagens em relação a outras técnicas, como por exemplo, a superfície de 
fermentação, o rendimento e alta velocidade do processo, provocando uma oxidação mais 
rápida do etanol a ácido acético, sendo que a disponibilidade de oxigênio, ácido acético, 
etanol e a temperatura do processo são fatores essenciais para o processo da fermentação 
(TAN, 2005; BARAHONA E TRUJILLO, 2012; GULLO et al., 2014). 
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Tendo em vista estas considerações, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma 
metodologia de produção de vinagre de farelo de arroz desengordurado (FAD) por 
fermentação submersa e otimizar o processo utilizando um Planejamento Fatorial Completo 
(PFC) para avaliar a influência da agitação (100 a 500 rpm) e da aeração (0,25 VVM a 1,0 
VVM) durante o processo de fermentação acética, sobre o rendimento estequiométrico e o 
rendimento CT (soma da concentração de etanol e de ácido acético). 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 MATÉRIA-PRIMA 
 
O farelo de arroz desengordurado (FAD) foi cedido pela Indústria Riograndense de 
Óleos Vegetais (IRGOVEL, Pelotas/RS). As enzimas utilizadas na hidrólise enzimática: 
protease (ALCALASE 2.4L FG), -amilase termoestável (TERMAMYL 2X) e 
amiloglucosidase (AMG 300L), foram cedidas pela LNF Latino Americana (Bento 
Gonçalves/RS). O Acetozyn
®
, mistura de sais para o fornecimento dos nutrientes necessários 
para bactérias acéticas, foi doado pela empresa Frings do Brasil (Piracicaba/SP). 
 
2.2 MICRORGANISMOS 
 
Para a fermentação alcoólica foi utilizado um cultivo puro de Saccharomyces 
cerevisiae (Saf-instant
®
), adquirido no comércio local. A fermentação acética foi conduzida 
pela inoculação de bactérias acéticas provenientes de vinagre de álcool não diluído 
(aproximadamente 8 % de acidez) e não pasteurizado de uma fermentação anterior (“vinagre 
forte”), o qual foi gentilmente cedido pela indústria Chemim Alimentos (Ponta Grossa, 
Paraná). Este inóculo contém uma microbiota mista de Acetobacter, contendo diferentes 
espécies ou variedades dessas bactérias, que é considerada mais eficiente na conversão de 
etanol em ácido acético (AQUARONE et al, 2001) aliado a dificuldade em se cultivar 
bactérias acéticas (GULLO et al., 2014), que justificam o não uso de culturas puras. 
 
2.3 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA E FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA 
 
O FAD foi moído em moinho de facas (SL 31, SOLAB, TipoWillye, Brasil) com 
granulometria média de 70 mesh e hidrolisado enzimaticamente, utilizando-se três enzimas 
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comerciais: protease (ALCALASE 2.4 L), -amilase termoestável (TERMAMYL 2X) e 
amiloglucosidase (AMG 300L). As condições utilizadas, otimizadas em estudo anterior 
(SIEPMANN, 2014) foram: concentração de 200 g∙L-1 de FAD, 15 µL·g FAD-1 da protease 
por 2 h (60 ºC), 30 µL∙g FAD-1 de -amilase com tempo de atuação de 2 h (90 - 95 ºC), e 40 
µL∙g FAD-1 de amiloglucosidase, com tempo de atuação de 3 h (55 - 60 ºC). 
Após a centrifugação do meio hidrolisado em centrífuga (ROTINA 420R, HETTICH, 
Alemanha) por 5 min (3823 x g), o mesmo foi submetido a fermentação alcoólica com um 
cultivo puro de Saccharomyces cerevisiae (Saf-instant
®
), em erlenmeyers de 3 L contendo 1,5 
L de meio hidrolisado com o pH ajustado em 5,0, com 5,0 % (m/v) de inóculo, não ativado 
previamente. A incubação foi realizada em incubadora de agitação orbital (SL 221, SOLAB 
CIENTIFICA, Piracicaba, SP), a 30 °C, durante 48 h, em estado estacionário. Posteriormente, 
o vinho (produto obtido da fermentação alcoólica) foi centrifugado (3823 x g, 3 min) e 
congelado (-18 ºC) para ser utilizado na fermentação acética. 
 
2.4 FERMENTAÇÃO ACÉTICA 
 
O vinagre de FAD foi produzido em fermentador de bancada (TEC-BIO-V 7,5 L, 
TECNAL, Piracicaba - SP) com volume útil de 5,0 L. As condições utilizadas para ativação 
das bactérias acéticas foram as seguintes: 30 °C, fluxo de aeração de 0,25 VVM (volume de 
ar/volume de mosto x minuto) e agitação de 300 rpm. O vinho proveniente da fermentação 
alcoólica teve seu percentual de etanol corrigido para 5 %, já que o mesmo continha 
3,620,23 % de etanol. A correção foi necessária (0,1 L de etanol comercial) para que a 
concentração inicial (CT - soma da concentração de etanol e de ácido acético) da calda (meio 
líquido contendo todos os nutrientes para que ocorra a fermentação acética) fosse aproximada 
a 10 (5 % de etanol + 5 % de acidez). A literatura indica que CT de 10 a 14 são mais 
eficientes para a produção do vinagre, ou seja, para a conversão do etanol a ácido acético 
(AQUARONE et al., 2001). Acrescentou-se o Acetozyn (mistura de sais inorgânicos, 
açúcares, extratos vegetais, aminoácidos e vitaminas, grau alimentício) na proporção de 1,0 
g·L
-1
, para o fornecimento dos nutrientes necessários para as bactérias acéticas. O inóculo foi 
adicionado na proporção de 1,5:1,0 do vinho base (2,35 L de inóculo, com 8,860,04 % de 
acidez e 2,080,35 % de etanol e 1,55 L de vinho, com 3,620,23 % de etanol e 0,880,03 % 
de acidez), respeitando as condições do CT inicial. O término do processo de acetificação foi 
considerado quando o teor alcoólico atingiu níveis inferiores a 1,0 %, de acordo com a 
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legislação brasileira (BRASIL, 2012); desta forma, realizou-se a troca de calda na proporção 
de 1/8 do volume do fermentador (retirada do vinagre e adição, na mesma quantidade, de 
vinho) toda vez que o teor alcoólico atingiu níveis próximos a 0,5 %. Foram realizados 11 
ciclos fermentativos (trocas de calda) até obter a estabilização do processo, e cada troca 
considerada uma repetição do ensaio. Realizada as 11 repetições, a 12ª foi o primeiro ensaio 
do Planejamento Fatorial Completo (PFC); nestes, o teor alcoólico foi ajustado para 6%, haja 
visto que a acidez estava diminuindo excessivamente, o que poderia causar contaminação no 
meio fermentativo. O acompanhamento da acetificação foi realizado através das 
determinações de acidez e etanol, pela retirada de alíquotas do meio fermentado em intervalos 
de 8 horas. O rendimento foi calculado de acordo com a reação estequiométrica e de acordo 
com o rendimento CT, segundo a Equação 1 (HROMATKA e EBNER, 1959). A 
produtividade foi calculada de acordo com a Equação 2 (PEDROSO, 2003). 
 
   
(1) 
 
Onde, 
CT final = % etanol final + % acidez final 
CT inicial = % etanol inicial + % acidez inicial. 
 
                                                                                                                              (2) 
Onde, 
CA2= concentração de ácido acético (g AcH/L) no tempo t2 
CA1.
= 
concentração de ácido acético (g AcH/L)no tempo t1 
t2= tempo final 
t1 =  tempo inicial 
PR = produtividade em ácido acético (g. L
-1
.h
-1
) 
 
2.5 OTIMIZAÇÃO DA ETAPA DE FERMENTAÇÃO ACÉTICA 
 
 Para otimizar a etapa de fermentação acética para obtenção do vinagre de farelo de 
arroz desengordurado, após as 11 repetições do experimento, utilizou-se um PFC, sendo que a 
12ª repetição foi o primeiro ensaio do planejamento (2
2 
com 3 repetições no ponto central, 
totalizando 7 ensaios) para avaliação de duas variáveis sobre as respostas de rendimento 
estequiométrico e rendimento CT do processo de fermentação acética, a citar: a aeração 
(VVM) e  agitação (rpm). Os níveis reais e codificados das variáveis estudadas no PFC estão 
apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Variáveis do PFC para o estudo da etapa de fermentação acética (níveis reais e 
codificados). 
Variáveis / 
Níveis 
Aeração (VVM*) 
Agitação 
(rpm) 
-1 0,25 100 
0 0,5 300 
+1 1,0 500 
* volume de ar/Volume de mosto x Minuto. 
 
 Todos os ensaios foram realizados aletoriamente e os resultados foram tratados pelo 
programa STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc. 2325 East 13th Street, Tulsa, OK, 74104, USA).  
 
2.6 MÉTODOS ANALÍTICOS  
 
2.6.1 Teor Alcoólico Real 
 
O teor alcoólico real foi determinado pela técnica de oxidação com Dicromato de 
potássio, de acordo com o método 969.12 da AOAC (AOAC, 2012).  
 
2.6.2 Acidez Total 
 
Segundo a legislação (BRASIL, 2005) a determinação da acidez é dada pela acidez 
volátil, contudo, neste trabalho foi avaliada a acidez total de acordo com o método 930.35 da 
AOAC (AOAC, 2012), pois segundo Pedroso (2003), as análises dos resultados experimentais 
mostram que o erro assumido entre as análises de acidez volátil e acidez total é menor que 
3%. 
  
2.6.3 Extrato Seco Reduzido 
 
Seguiu-se metodologia descrita no Manual de Métodos de Análises de Bebidas e 
Vinagres com adaptações (BRASIL, 2005).  
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2.6.4 Cinzas 
 
A determinação das cinzas dos vinagres produzidos foi feita por método gravimétrico, 
empregando forno mufla a 600 ºC, segundo metodologia do Manual de Métodos de Análises 
de Bebidas e Vinagres (BRASIL, 2005). 
 
2.6.5 Açúcares Redutores Totais 
 
A concentração de açúcares redutores (AR) foi determinada pela técnica de Somogyi 
(1945) e Nelson (1944). Os resultados foram expressos em gramas de açúcares por litro. 
 
2.6.6 Concentração de Massa Seca 
 
A concentração de Massa Seca (M.S) foi determinada através da leitura da densidade 
ótica (DO) a 600 nm de uma alíquota do meio de cultivo, utilizando-se curvas de calibração 
de densidade ótica versus massa seca, de acordo com metodologia proposta por Miyazaki et 
al. (1996). Para a obtenção das curvas de calibração, foram coletadas alíquotas do meio de 
cultivo (10 mL) e as células foram lavadas três vezes com água destilada, por centrifugação a 
3000  g durante 5 minutos em centrífuga (ROTINA 420R, HETTICH, Alemanha). O 
precipitado foi submetido à secagem em estufa (50 ºC) até peso constante. Através da relação 
com o volume de meio coletado, determinou-se a concentração total de massa seca. 
Paralelamente, diluições apropriadas do meio de cultivo foram realizadas e a densidade ótica 
foi medida a 600 nm. A partir da massa seca total determinaram-se indiretamente as 
concentrações de massa seca para cada diluição, construindo-se a curva de calibração.  
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  
3.1 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA E FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA 
 
O hidrolisado utilizado apresentou 61,230,03 g·L-1 de açúcares redutores, valor 
inferior ao encontrado no trabalho de Siepmann (2014) (68,8 g·L
-1
), no qual se otimizou esta 
etapa do processo, resultado que pode estar associado a variação da matéria-prima. O vinho 
obtido do hidrolisado apresentou 3,620,23 % de etanol. No trabalho de Siepmann (2014), 
esse teor foi otimizado em 4,0 %, mas como a quantidade de açúcares redutores inicial foi 
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inferior neste trabalho, consequentemente o teor alcoólico também o foi. Assim, para iniciar a 
fermentação acética, o teor alcoólico do vinho foi corrigido para 5,0 % (v/v) com etanol 
comercial (92,8 ºGL). 
  
3.2 FERMENTAÇÃO ACÉTICA 
 
De acordo com a reação estequiométrica que representa a transformação do etanol a 
ácido acético, 1 g de etanol pode produzir 1,304 g de ácido acético, sendo que a conversão de 
1 g de etanol em 1 g de ácido acético é a condição considerada econômica para a indústria 
(rendimento de 76,7 %) (AQUARONE e ZANCANARO JUNIOR, 1983). 
Na Tabela 2 são apresentados os rendimentos estequiométricos da fermentação acética 
nos onze ciclos fermentativos do experimento. O período da fermentação correspondente à 
ativação das bactérias acéticas, onde CT = 10 (5 % teor alcoólico e 5 % de acidez), não foi 
apresentado, sendo que os dados foram mostrados a partir da primeira troca de calda 
(repetição 1). 
O rendimento estequiométrico médio para os onze ciclos foi de 23,678,8 %. 
Observam-se baixos rendimentos nos onze ciclos fermentativos, já que industrialmente o 
rendimento é considerado econômico quando for próximo a 76 %. Além disso, em trabalhos 
desenvolvidos para obtenção de vinagre de kiwi, mel e arroz, por exemplo, foram encontrados 
valores superiores para este rendimento (acima de 80 %) (BORTOLINI et al., 2001, ILHA et 
al., 2009; SPINOSA et al., 2015).  
 
Tabela 2–Consumo de etanol, produção de ácido acético e rendimento da fermentação acética em 11 ciclos 
fermentativos do experimento. 
Repetição 
t (horas) 
fermentação 
Etanol 
consumido 
(m/v) (%) 
Ácido acético 
produzido 
(m/v)(%) 
Ácido acético 
teórico(m/v) 
(%) 
Rendimento 
estequiométrico 
(%) 
1 128 1,33 0,4 1,73 23,132,75 
2 29 0,44 0,30 0,57 52,437,73 
3 42 1,16 0,28 1,51 18,513,87 
4 48 0,99 0,24 1,29 18,922,93 
5 59 1,20 0,36 1,56 23,142,17 
6 58 0,88 0,18 1,14 15,780,90 
7 51 1,36 0,34 1,77 19,242,63 
8 37 1,14 0,30 1,49 20,291,77 
9 34 0,96 0,32 1,26 25,492,59 
10 41 0,69 0,18 0,89 20,181,55 
11 88 1,76 0,56 2,29 24,451,44 
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Para o experimento 2 foi observado o maior rendimento (52,43 %), sendo que o tempo 
de fermentação deste foi o menor (29 h). O maior tempo no experimento 1 pode ser explicado 
por problemas técnicos durante a fermentação, pois por duas vezes o fermentador ficou sem 
aeração, durante aproximadamente 4 horas. 
Um ponto importante que pode explicar os baixos rendimentos é o inóculo utilizado 
nos experimentos, o qual foi obtido de vinagre forte de álcool. Assim, as bactérias 
encontraram um substrato com características diferentes, demandando maior tempo de 
adaptação ao substrato (maior fase lag). 
A duração dos ciclos de fermentação variou de 29 a 128 h, com valor médio de 
55,9128,81 h, apresentando alta variação do processo, porém se retirarmos o ciclo 1 e o ciclo 
11, que apresentaram os maiores valores, a média de tempo de fermentação fica em 
44,3310,44 h; apesar da variação ainda alta, há uma diminuição considerável, de 
aproximadamente 52 para 24 % . Este intervalo de tempo é maior que o descrito na literatura 
(de 18 a 30 h), pois além da alteração técnica (falta de aeração durante a primeira repetição da 
fermentação acética), há que se considerar as condições utilizadas no trabalho, a citar a 
aeração e agitação. O objetivo posterior do presente trabalho foi otimizar o rendimento da 
fermentação acética alterando a faixa de trabalho destas duas variáveis (agitação e aeração). A 
duração da fermentação depende principalmente da concentração inicial de etanol, da 
eficiência do sistema de aeração e da duração da fase lag bacteriana. Os intervalos de mais de 
30 h entre cada troca de calda podem estar relacionados à instabilidade dos ciclos (MACIAS 
et al., 1997).  
Os resultados obtidos para a produtividade dos 11 ciclos fermentativos estão 
apresentados na Figura 1.  
 
Figura 1 – Gráfico com as produtividades dos onze ciclos fermentativos do vinagre de FAD 
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A produtividade variou de 0,031 a 0,097 g/L.h, sendo que a média foi de 0,0630,02 
g/L.h, produtividade baixa se comparada ao trabalho de Spinosa et al. (2015), no qual obteve 
produtividade média de vinagre de arroz em 0,7±0,14 g/L.h. Silva et al. (2007), estudando 
vinagre de caju obteve produtividade de 0,55 g/L.h. Comparando-se os processos submerso e 
gerador, Bortolini et al. (2001) obteve valores de produtividade de 0,29-1,73 g/L.h, 
respectivamente. 
Além do rendimento descrito pela relação estequiométrica, é comum utilizar o 
rendimento pela concentração total. A soma da concentração de etanol e ácido acético é 
denominada de "concentração total" (CT) porque expressa a máxima concentração de ácido 
acético que pode ser obtida na fermentação completa (GULLO et al., 2014).  Na Tabela 3 são 
mostrados os valores do rendimento CT dos 11 ciclos fermentativos (repetições das 
fermentações acéticas nas mesmas condições de processo: 30 ºC, 300 rpm e 0,25 VVM).  
 
Tabela 3–Produção de ácido acético e rendimento CT durante a fermentação acética de vinhos de FAD dos onze 
ciclos fermentativos do experimento. 
Repetição Tempo (h) Etanol %  
Ácidoacético 
% 
CT 
Rendimento CT 
(%) 
1 
0 1,87 5,42 7,29 
87,251,05 
128 054 5,82 6,36 
2 
0 1,17 4,54 5,71 
97,600,67 
29 0,73 4,82 5,01 
3 
0 1,69 3,78 5,47 
84,012,39 
42 0,53 4,06 4,59 
4 
0 1,46 3,5 4,96 
84,854,00 
48 0,47 3,74 4,21 
5 
0 1,65 3,2 4,85 
82,721,45 
59 0,45 3,56 4,01 
6 
0 1,44 3,24 4,68 
85,110,84 
58 0,56 3,42 3,98 
7 
0 1,91 2,96 4,87 
79,081,47 
51 0,55 3,3 3,85 
8 
0 1,67 2,82 4,49 
81,252,57 
37 0,53 3,12 3,65 
9 
0 1,65 2,58 4,23 
84,761,46 
34 0,68 2,90 3,58 
10 
0 1,22 2,58 3,80 
87,232,00 
41 0,54 2,78 3,32 
11 
0 2,10 2,54 4,64 
74,211,96 
88 0,35 3,10 3,45 
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O quociente da concentração total (CT) de vinagre produzido pela concentração total 
inicial indica o rendimento CT (%) e expressa a relação entre a concentração total de entrada 
e o produzido. Teoricamente, a concentração total deve permanecer constante durante o 
processo (EBNER et al., 1996). 
Na Tabela 3 observa-se que os rendimentos CT foram maiores do que o rendimento 
estequiométrico para todos os tratamentos, o mesmo verificado em diversos trabalhos 
(BORTOLINI et al., 2001; ILHA et al., 2009; TESSARO et al., 2010), ou seja, a eficiência 
com que o etanol foi convertido a ácido acético, segundo este cálculo de rendimento, foi 
superior aquela calculada de acordo com Aquarone e Zancanaro Junior (1983), indicando que 
as perdas por evaporação ou superoxidação durante o processo de acetificação foram baixas. 
 
3.3 CARACTERIZAÇÃO DO VINAGRE DE FAD 
 
Os resultados das análises físico-químicas realizadas para os onze ciclos fermentativos 
do experimento de produção de vinagre de FAD podem ser visualizadas na Tabela 4. 
 
Tabela 4–Resultados das análises físico-químicas dos onze ciclos fermentativos do experimento  
Experimentos 
Acidez total (g de ácido 
acético·100mL
-1)*
 
Extrato seco 
reduzido (g·L
-1
)* 
Cinzas (g·L
-1
)* 
1 5,820,00a 35,663,81a 7,550,37a 
2 4,820,03b 45,271,25b 10,410,48b 
3 4,060,03c 54,671,20c 12,700,40c 
4 3,740,03d 58,412,44c 14,810,93d,e 
5 3,560,03e 67,030,87d 13,890,83c,d 
6 3,420,00f 73,572,66e 14,690,20d 
7 3,300,00g 74,094,40e 15,690,91d,f 
8 3,120,00h 76,192,14e 17,901,42e,f,g 
9 2,90,03i 81,514,99e,f 17,710,49g,h 
10 2,760,00j 79,631,64e,f 18,210,14g,h 
11 3,100,03h 85,212,14f 19,050,75h 
*Médias marcadas com letras semelhantes na mesma coluna não diferem significativamente entre si (p≥0,05) pelo teste de 
Tukey a 95% de confiança. 
 
Para as três análises realizadas as médias da maioria dos experimentos diferiram entre si 
(p<0,05). Para a acidez total apenas os ciclos 8 e 11 foram estatisticamente semelhantes 
(p>0,05). Para a análise de extrato seco reduzido, observam-se médias estatisticamente 
semelhantes (p>0,05) nos ciclos 6 a 10, o mesmo foi observado nos ciclos 9, 10 e 11. A 
diferença nos ciclos iniciais (até o ciclo 5) pode ser explicada devido ao fato da fermentação 
acética ainda não ter estabilizado, pois inicialmente o vinagre forte utilizado para início da 
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fermentação era o de álcool, desta forma, a cada troca de calda foi possível perceber 
características diferentes, já que em cada troca era retirado vinagre com algum resquício do 
vinagre forte inicial, até chegar num ponto onde não havia mais característica alguma do 
vinagre forte de álcool. Para a análise de cinzas o mesmo pode ser observado sendo que os 
ciclos 9, 10 e 11 apresentaram médias estatisticamente iguais entre si (p>0,05). 
Para a acidez total houve uma diminuição em cada ensaio, isto devido a carga baixa de 
etanol, ou seja, a calda acrescentada não continha etanol suficiente para atingir a acidez do 
vinagre anteriormente retirado. De acordo com a legislação brasileira (BRASIL, 2012), 
apenas os experimentos 1, 2 e 3 podem ser caracterizados como vinagres, já que apresentaram 
no mínimo 4 % de acidez total. O valor médio encontrado para os onze ciclos fermentativos 
foi de 3,690,91 %. 
O pH médio de cada ciclo fermentativo está apresentado na Figura 2. A cada ciclo o pH 
aumentou, confirmando os dados da acidez obtidos, que foram diminuindo a cada ciclo 
(Tabela 4). O pH médio neste trabalho foi de 3,87±0,23. Em trabalhos que objetivaram a 
produção de vinagre, foram encontrados valores similares de pH, como o de Ferreyra et al. 
(2012), onde o pH inicial de trabalho para obter vinagre de laranja foi de 3,4. Tessaro et al. 
(2010), também com o objetivo de obter vinagre de laranja, trabalhou com pH variando de 
3,55 a 3,68. Em trabalho para desenvolver vinagre de arroz, o pH médio de 9 ciclos 
fermentativos foi de 2,66±0.05 (SPINOSA et al., 2015).  
 
 
Figura 2 – pH médio dos 11 ciclos fermentativos  
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Para a análise de cinzas e extrato seco reduzido houve um acréscimo significativo 
(p<0,05) para todos os experimentos (com exceção do experimento 4 para extrato seco 
reduzido). Estes resultados devem-se à matéria-prima utilizada, farelo de arroz 
desengordurado, pois segundo Cruz (2000), este subproduto do beneficiamento de arroz 
possui alto teor de cinzas, sendo que o fósforo é o constituinte mineral mais abundante, 
ocorrendo também à presença significativa de potássio, magnésio e selênio. Desta forma, 
pode-se concluir que, a cada troca de calda, o substrato apresentou características cada vez 
mais próximas a do FAD. 
De acordo com a legislação brasileira (BRASIL, 2012) observa-se que para todos os 
experimentos o resultado de extrato seco reduzido se encontra dentro do exigido (> 7,0 g∙L-1); 
já para a análise de cinzas todos estão fora da legislação, que é de 1 a 5 g∙L-1. Convém 
enfatizar que estes resultados são consequência da matéria-prima utilizada, que possui alto 
teor de cinzas, e que nesta etapa do trabalho o vinagre não passou pela etapa de clarificação, 
que objetiva eliminar todas as substâncias em suspensão e outras em dissolução existentes na 
bebida. 
 
3.4 OTIMIZAÇÃO DA ETAPA DA FERMENTAÇÃO ACÉTICA 
 
O estudo da fermentação acética é dificultada pela interdependência das suas 
variáveis, já que o efeito de uma variável do processo depende muito da situação das demais 
(NIETO, 1991).  
A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das variáveis 
estudadas, bem como as respostas obtidas para o rendimento e produtividade do processo de 
produção do vinagre de farelo de arroz desengordurado está apresentada na Tabela 5. Pode-se 
verificar que o rendimento estequiométrico variou de 26,411,89 a 79,977,97 % (ensaios 1 e 
4). Os pontos centrais apresentaram elevada variação (erro padrão=8,75), não indicando boa 
repetibilidade do processo. É importante salientar que foram realizados 4 pontos centrais (foi 
mostrado apenas 3), sendo que apenas 2 apresentaram resultados semelhantes entre si. 
Resultados já esperados, uma vez que o processo sofre bastante variação, o que pode ser 
evidenciando nos rendimentos obtidos nos onze ciclos fermentativos realizados antes do 
planejamento experimental (dados mostrados na Tabelas 2 e 3), mesmo com os parâmetros 
iguais para cada ciclo (30 ºC, 300 rpm e 0,25 VVM), houve variação no rendimento e 
produtividade. 
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Os maiores rendimentos estequiométricos foram obtidos nos ensaios onde a agitação 
foi máxima [ensaios 3 e 4, nos quais a aeração foi do nível inferior (0,25 vvm) ao superior 
(1,0 vvm)]. O rendimento CT variou de 78,040,80 a 100,501,27 % (ensaios 6 e 4); os 
maiores valores para este rendimento coincidiram com os ensaios onde foram observados os 
maiores rendimentos estequiométricos (ensaios 3 e 4).  
 
Tabela 5 - Matriz do PFC para otimização da fase de fermentação acética com níveis reais (entre parênteses) e 
codificados das variáveis estudadas. 
Ensaio x1
a
 x2
b
 
Rendimento estequiométrico 
(%) 
Rendimento CT (%) 
1 -1 (0,25) -1 (100) 26,411,89 85,041,75 
2 +1 (1,0) -1 (100) 38,812,64 88,622,68 
3 -1 (0,25) +1 (500) 64,983,87 96,021,42 
4 +1 (1,0) +1 (500) 79,977,97 100,501,27 
5 0 (0,5) 0 (300) 26,743,28 84,152,01 
6 0 (0,5) 0 (300) 26,261,02 78,040,80 
7 0 (0,5) 0 (300) 41,662,08 87,591,64 
a
 = Aeração (VVM); 
b
 = Agitação (rpm). 
  
Analisando-se os resultados da Tabela 5 foi possível determinar os efeitos das 
variáveis sobre as respostas, os quais estão apresentados na Tabela 6.  
 
Tabela 6 - Efeito dos fatores estudados no PFC sobre as respostas rendimento estequiométrico (%) e 
rendimento CT (%) 
  RendimentoEstequiométrico (%)   Rendimento CT (%)   
  Efeito
a
 Erropadrão t (2) p -valor   Efeito
a
 Erropadrão t (2) p -valor   
Média 43,55 8,68 5,05 0,037* 
 
88,72 4,01 22,09 0,002* 
 Aeração 13,69 21,26 0,64 0,585 
 
4,03 9,83 0,41 0,722 
 Agitação 39,86 21,26 1,87 0,202 
 
11,43 9,83 1,16 0,365 
 x1 x x2 1,29 21,26 0,06 0,957   0,45 9,83 0,04 0,967   
a 
Efeitos são apresentados em %; 
b
Efeito apresentado em g.L
-1
.h
-1
;* p≤0,05. 
 
Pode-se verificar na Tabela 6 que as variáveis estudadas não apresentaram efeitos 
significativos sobre as respostas avaliadas, dentro das faixas estudadas. Entretanto, para as 
duas respostas, tanto a aeração como a agitação apresentaram efeitos positivos, indicando que 
houve um acréscimo nas respostas avaliadas, com a variação das mesmas entre os níveis 
inferior (-1) e superior (+1) avaliados. A agitação mostrou-se com maior efeito em relação à 
aeração (Tabela 6). Comportamento similar foi observado por Ferreyra et al. (2012), no qual 
avaliou a influência da agitação, aeração e temperatura durante a acetificação do vinho de 
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laranja em processo descontínuo, sobre o rendimento e velocidade de acetificação. Neste 
trabalho apenas a agitação foi significativa, nas respostas estudadas: rendimento e velocidade 
de acetificação. Em condições típicas dos fermentadores, um aumento na velocidade de 
agitação melhora o valor do coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLa), sendo 
que um aumento na aeração não provoca o mesmo efeito sobre este coeficiente (kLa) 
(DORAN, 1998). 
Além disso, as bactérias acéticas são estritamente aeróbias, sendo que o fornecimento 
de oxigênio deve ser mantido ao longo do processo; uma interrupção no fornecimento pode 
resultar na morte da cultura. Por outro lado, o excesso de ar pode afetar os componentes 
voláteis do meio, especialmente o substrato (etanol), o que pode diminuir a qualidade e o 
rendimento do produto acabado (TESFAYE et al., 2000). 
Em relação a produtividade, foram observados resultados de 0,0560,005 e 
0,4730,009 g/L.h nos ensaios 1 e 4, respectivamente (Figura 3), sendo que a produtividade 
encontrada nos onze ciclos fermentativos descritos na Figura 1 apresentou variação de 
0,0310,003 a 0,0970,316 g/L.h. Comparando-se os dois valores superiores encontrados, 
tanto no planejamento experimental, como na repetição dos onze ciclos fermentativos, houve 
um aumento de aproximadamente 80 % para a produtividade observada no planejamento, 
evidenciando a importância da agitação e aeração do meio fermentativo. 
Os maiores valores para a produtividade foram encontrados nos ensaios 2 (1,0 VVM e 
100 rpm), 3 (0,25 VVM e 500 rpm) e 4 (1,0 VVM e 500 rpm). Desta forma evidencia-se a 
influência da agitação e da aeração, sendo que as maiores produtividades foram constatadas 
onde a agitação foi maior. 
 
Figura 3 – Produtividade dos 7 ensaios realizados no planejamento experimental 
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 Durante os ensaios realizados no planejamento experimental foi possível acompanhar 
a densidade óptica para o acompanhamento do crescimento celular das bactérias acéticas 
(Figura 4), mas como o processo já estava em andamento, pois já haviam sido realizados os 
11 ciclos fermentativos anteriores, não foi possível detectar todas as fases do crescimento 
microbiano (lag, log, estacionário e morte). Além disso, nos ensaios em que a fermentação 
ocorreu em tempos menores, as coletas foram insuficientes para plotar mais que três pontos 
no gráfico. Contudo, pode-se verificar a massa celular durante os sete ensaios do 
planejamento experimental (Tabela 5). Os dados estão mostrados na ordem em que os ensaios 
foram realizados no fermentador. 
 
 
Figura 4 – Massa celular dos 7 ensaios do PFC 
 
 
Tabela 5 – Ensaios realizados no planejamento experimental e as respectivas massas celulares médias 
e o tempo de fermentação 
Ensaios Massa celular (g.L
-1
) 
t de fermentação 
(horas) 
5 0,368±0,027 35 
6 0,405±0,012 25 
7 0,418±0,015 24 
2 0,445±0,003 19 
4 0,493±0,084 11 
3 0,515±0,048 11 
1 0,426±0,007 61 
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ensaio (1) houve uma diminuição, o que provavelmente ocorreu devido a problemas técnicos 
no fermentador no ensaio anterior, onde a temperatura ficou próxima a 15 ºC (os dados deste 
ensaio não foram considerados). Spinosa et al. (2015), na produção de vinagre de arroz, 
iniciou a fermentação com 2,7 g.L
-1
 de massa celular, valor superior ao encontrado neste 
trabalho, fato que pode explicar os baixos rendimentos estequiométricos obtidos para a 
produção de ácido acético. 
Em relação ao tempo de fermentação, resultados satisfatórios foram encontrados nos 
ensaios 3 e 4 (17 h), indicando o efeito positivo da agitação e aeração no processo da 
acetificação. Comparando-se o tempo mínimo do planejamento experimental (17 h) ao 
mínimo encontrado nos onze ciclos fermentativos (29 h), a diferença foi de 12 h. 
 
4 CONCLUSÕES 
 
De acordo com os resultados obtidos foi possível concluir que o subproduto farelo de 
arroz desengordurado pode ser utilizado como substrato em processos fermentativos 
submersos, neste caso, para obter vinagre. De acordo com a legislação brasileira o teor de 
cinzas ficou fora dos parâmetros previstos, fato que pode ser explicado devido a matéria-
prima utilizada (farelo de arroz) que possui alto teor de cinzas. Devido ao baixo teor alcoólico 
do vinho, a acidez atendeu o preconizado pela legislação somente nos três primeiro ciclos 
fermentativos. O processo foi eficiente no que diz respeito a conversão do etanol a ácido 
acético, pois o rendimento CT variou de 74,21,0,67 % a 97,601,96 % nos onze ciclos 
fermentativos, e durante os ensaios do planejamento experimental variou de 78,040,80 % a 
100,501,27 %. Na otimização do processo foi possível verificar que ambas variáveis 
estudadas (agitação e aeração) exerceram efeito positivo sobre as respostas, dentro da faixa 
estudada. O rendimento estequiométrico (79,977,97 %) e rendimento CT (100,501,27 %) 
alcançados no planejamento experimental foram superiores com aeração e agitação em 1,0 
VVM e 500 rpm, respectivamente. Valores satisfatórios que evidenciam a influência das 
condições do processo (aeração e agitação) no rendimento da produção de ácido acético. Em 
relação a produtividade (0,4730,01 g/L.h), no ensaio do planejamento experimental em que a 
agitação foi máxima (500 rpm) obteve-se 80 % de acréscimo em relação ao maior rendimento 
(0,0970,316 g/L.h) observado nos 11 ciclos fermentativos realizados antes dos ensaios do 
PFC. Desta forma, foi possível constatar a interdepência das variáveis do processo durante a 
fermentação acética.  
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CAPÍTULO 3 
 
 
ANÁLISE SENSORIAL DE VINAGRE DE FARELO DE ARROZ E AVALIAÇÃO DO 
POTENCIAL ANTIOXIDANTE 
 
Catiussa Maiara Pazuch; Ítala Maria Gouveia Marx; Tatiane Cristina Gonçalves de Oliveira; 
Cristiane Canan; Eliane Colla. 
 
Resumo: O vinagre é uma solução de ácido acético diluído resultante de uma dupla 
fermentação, alcoólica e acética, de qualquer substrato fermentável açucarado. O arroz está 
entre os cereais mais consumidos no mundo e o processo do seu beneficiamento gera o farelo, 
que é rico em nutrientes e tem poder antioxidante. O desenvolvimento de processos que 
agreguem valor a este coproduto, como a produção de vinagre, apresenta-se como uma 
alternativa de valoração para a agroindústria. O objetivo deste trabalho foi o de analisar 
sensorialmente o vinagre de farelo de arroz desengordurado (FAD) e avaliar seu potencial 
antioxidante. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de seqüestro de radicais livres 
DPPH• (2,2 difenil,1, picrilhifrazil) e pelo método ABTS+ (2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico). A análise sensorial foi realizada com 112 julgadores 
não-treinados com três amostras de vinagre (o vinagre desenvolvido neste trabalho e duas 
marcas comerciais de vinagre de arroz) utilizando a Escala Hedônica de 9 pontos e o Teste de 
Ordenação de Preferência. Na avaliação da atividade antioxidante pelo método DPPH• o 
resultado foi de 10,62±1,42 µg·mL
-1
, para o método ABTS
+ 
obteve-se 0,0100±0,001 mM 
trolox/mL. O resultado obtido pelo método DPPH• foi satisfatório, pois apresentou maior 
atividade antioxidante que outros vinagres, o mesmo não ocorreu para o método ABTS+, no 
qual o resultado encontrado neste trabalho apresentou menor atividade antioxidante se 
comparado com outros vinagres. Em relação a análise sensorial o índice de aceitabilidade das 
três amostras ficaram próximas (77,8 %; 70,6 % e 63,8 %), sendo que o vinagre de FAD não 
atingiu 70 %, valor mínimo exigido pela literatura para aceitabilidade do consumidor. A partir 
do farelo desengordurado de arroz foi possível produzir vinagre com importante capacidade 
antioxidante, confirmada pelo método de DPPH• e pela presença de ácido fitico, o que o torna 
um produto com propriedades funcionais. Contudo, ainda há que se melhorar seus atributos 
sensoriais, como o sabor e aroma doces, características inerentes da matéria-prima utilizada a 
fim de se garantir maior aceitabilidade.  
 
Palavras-chave: DPPH•, ABTS+, Escala Hedônica 
 
Abstract: Vinegar is results of a double fermentation, alcoholic and acetic, of any 
fermentable sugary substrate. Rice is one of the most consumed cereal in the world and its 
processing results in bran, which is rich in nutrients and has antioxidant power. The 
development of processes that add value to this rice bran, like the production of vinegar, is an 
alternative to increase the applications of this agro-industrial residue. The objective of this 
study was to analyze sensorially the defatted rice bran vinegar (DRB) and evaluate its 
antioxidant potential. The antioxidant activity was evaluated for scavenging method of free 
radicals DPPH• (2,2-diphenyl, 1, picrilhifrazil) and the ABTS+ method (2,2'-azino-bis (3-
sulfonic acid ethylbenzothiazoline-6). The sensory analysis was performed with 112 judges 
not trained with three samples of vinegar (vinegar developed in this work and two brands of 
rice vinegar) using the Hedonic Scale and the Preference Ranking Test. In the evaluation of 
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the antioxidant activity, the DPPH• method result was 10.62 ± 1.42 ug·ml-1 and the ABTS+ 
method  result was 0.0100 ± 0.0008 trolox mM / mL. The result obtained by DPPH• method 
was satisfactory, because showed higher antioxidant activity than other vinegars, the same 
was not true for the ABTS
+
 method, in which the results found in this study showed lower 
antioxidant activity compared with other vinegars. Regarding sensory analysis the 
acceptability rate of the three samples were close (77.8 %; 70.6 % and 63.8 %), and DRB 
vinegar not reached 70 %, the minimum amount required in the literature for consumer 
acceptability. From the defatted rice bran it was possible to produce vinegar with important 
antioxidant activity, as confirmed by DPPH• method and by the presence of phytic acid, 
which makes a product with functional properties. However, there is still that enhance their 
sensory attributes such as flavor and aroma candy, inherent characteristics of the raw 
materials used in order to ensure greater acceptability. 
 
Keywords: DPPH•, ABTS+, Hedonic Scale 
 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
O vinagre é uma solução de ácido acético diluído resultante de uma dupla 
fermentação, alcoólica e acética, de qualquer substrato fermentável açucarado (SOLIERI; 
GIUDICI, 2008). Este substrato pode ser frutas ricas em açúcar (BORTOLINI et al., 2001; 
ARAUJO et al., 2012), cereais (ZILIOLI, 2010), raízes como o gengibre (SUMAN, 2012), 
folhas de videira (MENDONÇA et al., 2002), cebola (HORIUCHI et al., 2000) e tomate (LEE 
et al., 2013). 
Nem todos os substratos utilizados para a produção de vinagre possuem carboidratos 
os quais as bactérias podem utilizar como fonte de energia (açúcares fermentescíveis), como é 
o caso dos cereais. Neste caso é necessário incluir uma etapa no processo, chamada de 
sacarificação (HARUTA et al., 2006). Esta etapa é realizada antes da fermentação 
propriamente dita, no qual ocorrerá a hidrólise dos carboidratos complexos, podendo ser 
enzimática ou ácida. 
O arroz está entre os cereais mais consumidos no mundo, cada brasileiro consome, por 
ano, 25 kg do cereal. O Brasil é o nono produtor mundial, com 11,26 milhões de toneladas na 
safra de 2009/2010 e as projeções de produção e consumo de arroz mostram que o Brasil 
colherá 14,12 milhões de toneladas de arroz na safra 2019/2020 (MAPA, 2015). O farelo de 
arroz é um subproduto do processo de beneficiamento do arroz a partir do seu descascamento, 
constituído pelo pericarpo, aleurona e germe do grão e correspondendo a 5-8 % do grão. Nele 
estão presentes fibras, carboidratos, lipídios, aminoácidos e sais minerais como ferro, fósforo 
e magnésio (SILVA et al., 2006). Constituinte do arroz integral, o farelo apresenta potencial 
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antioxidante e efeitos benéficos para a saúde, estas características são atribuídas em parte ao 
elevado teor de ácido fítico, aproximadamente 5,88 ± 0,09 % (CANAN et al., 2011). 
Em relação ao ácido fítico, sua atividade antioxidante é objetivo de estudo em 
diferentes áreas (CANAN et al., 2012), na conservação de alimentos (STODOLAK et al., 
2007), antioxidante de metais (GUPTA et al., 2013), e na saúde humana, com atividade 
anticancerígena (NORAZALINA et al., 2010; NORHAIZAN et al., 2011), no tratamento da 
diabetes (LEE et al., 2006), cálculo renal (SAW et al., 2007) e doença de Parkinson (XU et 
al., 2008). 
Diferentes métodos são utilizados para caracterizar a capacidade antioxidante de 
alimentos. Contudo, não há um específico pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida 
precisamente e quantitativamente (PRIOR et al., 2005). Dentre estes, destacam-se os métodos 
de sequestro de radicais livres, como o DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (BLOIS, 1958). 
Outro método para avaliar a atividade sequestradora de compostos específicos ou extratos é o 
ensaio utilizando o radical ABTS
+ (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico), 
entre eles o TEAC (Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity) (FARIAS et al., 2014). 
Além da atividade antioxidante, o produto precisa ser avaliado sensorialmente, pois é 
importante avaliar as atitudes dos consumidores em relação ao mesmo. Muitos estudos têm 
sido feitos buscando entender os fatores que interferem na aceitação, uma vez que atender os 
anseios dos consumidores é essencial para que o produto ganhe e se mantenha no mercado 
(CORSO, 2013). 
Levando em consideração o exposto acima, o objetivo deste trabalho foi o de analisar 
sensorialmente o vinagre de farelo de arroz desengordurado (FAD) e avaliar seu teor de ácido 
fítico e seu potencial antioxidante pelos métodos de seqüestro de radicais livres DPPH• e 
ABTS
+
. 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 PRODUÇÃO DE VINAGRE  
 
O FAD foi moído em moinho de facas (SOLAB, SL 31, Tipo Willye, Brasil) com 
granulometria média de 70 mesh, embalado em sacos de polietileno e congelado (-20 ºC) até a 
realização dos ensaios. Para a produção do vinagre foi primeiramente hidrolisado 
enzimaticamente, utilizando-se três enzimas comerciais (alcalase, α-amilase e 
amiloglucosidase). As condições utilizadas, otimizadas em estudo anterior (SIEPMANN, 
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2014) foram: concentração de 200 g∙L-1 de FAD, 15 µL·g FAD-1 da protease por 2 h (60 ºC), 
30 µL∙g FAD-1 de -amilase com tempo de atuação de 2 h (90-95 ºC), e 40 µL∙g FAD-1 de 
amiloglucosidase, com tempo de atuação de 3 h (55-60 ºC). Após a hidrólise, o meio foi 
centrifugado por 3823 x g, por 5 min em centrífuga (ROTINA 420R, HETTICH, Alemanha). 
Com o hidrolisado centrifugado, seguiu-se com as etapas posteriores de fermentação alcoólica 
e acética. A fermentação alcoólica foi realizada por um cultivo puro de Saccharomyces 
cerevisiae (Saf-instant
®
) em erlenmeyers de 3 L contendo 1,5 L de meio hidrolisado (com o 
pH ajustado em 5,0) com 5,0 % (m/v) de inóculo, sem pré-ativação. A incubação foi realizada 
em incubadora de agitação orbital (SL 221, SOLAB CIENTIFICA, Piracicaba, SP), a 30 °C, 
durante 48 h. Posteriormente, o vinho (produto obtido da fermentação alcoólica) foi 
centrifugado (3823 x g, 3 min) e congelado (-18 ºC) para ser utilizado na fermentação acética. 
Etapa que ocorreu em um fermentador de bancada (TEC-BIO-4,5-VI, TECNAL, Piracicaba - 
SP). 
O meio fermentado contendo etanol (“vinho”) foi submetido ao processo de 
acetificação em fermentador de bancada, com volume útil de 5,0 L. Para iniciar o processo de 
fermentação acética, primeiramente adicionou-se o vinagre forte (cultura mista de bactérias 
acéticas provenientes do vinagre não pasteurizado de etanol - vinagre-mãe), fornecido pela 
empresa Chemim Alimentos, ao vinho base (fermentado alcoólico obtido do FAD), 
resultando numa concentração total (CT- soma da concentração de etanol e de ácido acético) 
da calda (meio líquido contendo todos os nutrientes para que ocorra a fermentação acética) 
aproximada de 10. O inóculo foi adicionado na proporção de 1,5:1,0 do vinho base (2,35 L de 
inóculo, com 8,860,04 % de acidez e 2,080,35 % de etanol e 1,55 L de vinho, com 
3,620,23 % de etanol e 0,880,03 % de acidez), respeitando as condições do CT inicial. Em 
seguida acrescentou-se o Acetozyn, para o fornecimento dos nutrientes necessários para as 
bactérias acéticas, na concentração de 1 g.L
-1
, doada pela empresa Frings do Brasil, que 
apresenta em sua composição uma mistura física de sais inorgânicos, açúcares, extratos 
vegetais, aminoácidos e vitaminas. As condições do processo foram fixadas em 30 °C, com 
fluxo de aeração de 0,25 VVM (volume de ar/volume de mosto x minuto) e agitação de 300 
rpm. O vinagre pronto foi clarificado com bentonita em condições otimizadas em estudo 
anterior [2% (m/v), durante 48 h], filtrado a vácuo e pasteurizado (65ºC durante 30 min). Em 
seguida, realizou-se a caracterização do vinagre, conforme as análises exigidas pela legislação 
(BRASIL, 2012). 
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2.2 DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO CENTESIMAL E PROPRIEDADES FÍSICO 
QUÍMICAS 
 
2.2.1 Farelo de Arroz Desengordurado (FAD) 
 
O FAD foi submetido às análises de umidade, lipídeos, proteínas e cinzas, segundo a 
AOAC (2012); o teor de carboidratos foi determinado por diferença e o teor de ácido fítico 
por Latta e Eskin (1980), com modificação da resina para Dowex-AGX-4, proposto por Ellis 
e Morris (1986). 
 
2.2.2 Vinagre 
 
O vinagre foi caracterizado quanto ao teor alcoólico real (969.12, AOAC 2012), 
acidez total (930.35, AOAC 2012), extrato seco reduzido, cinzas, açúcares redutores 
(SOMOGYI, 1945 e NELSON, 1944) e teor de ácido fítico. Segundo a legislação (BRASIL, 
2005) a determinação da acidez é dada pela acidez volátil, contudo, neste trabalho foi avaliada 
a acidez total, pois segundo Pedroso (2003), as análises dos resultados experimentais mostram 
que o erro assumido entre as análises de acidez volátil e acidez total é menor que 3 %. O 
extrato seco reduzido e o teor de cinzas dos vinagres produzidos foram determinados segundo 
metodologia descrita no Manual de Métodos de Análises de Bebidas e Vinagres com 
adaptações (BRASIL, 2005). 
A quantificação de ácido fítico do vinagre de FAD foi realizada conforme o 
procedimento descrito por Latta e Eskin (1980), com modificação da resina para Dowex-
AGX-4, proposto por Ellis e Morris (1986). 
 
2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 
 
2.3.1 Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método DPPH• 
 
A redução do radical estável DPPH•, ou seja, a capacidade de doar H+ para o radical 
foi monitorado pela diminuição da absorbância deste radical em 515 nm (PAREJO et al., 
2002). A atividade antioxidante de diferentes concentrações de vinagre foi determinada pela 
capacidade doadora de elétrons do vinagre ao radical livre estável DPPH•, técnica de Blois 
(1958) com modificações de Sánchez-Moreno et al. (1998). As amostras foram preparadas em 
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três diluições diferentes (Puro; 1:1; 1:9) em duplicata, durante três dias consecutivos. Em um 
ambiente escuro, foram misturados em tubos de ensaio alíquotas de 0,1 mL de cada diluição e 
acrescentados de 3,9 mL da solução etanólica de DPPH• 0,006 mM. Os tubos foram mantidos 
a temperatura ambiente (22 ºC) em local escuro por 10 min e a absorbância lida a 515 nm 
(UV-Vis Lambda XLS HP9 2FX, Perkin – Elmer, Califórnia, Estados Unidos). O controle 
positivo foi constituído de 20 % de etanol e 28 % de acetona em água ultra-pura. O etanol foi 
utilizado como branco. Para o cálculo do EC50 a leitura da absorbância final foi realizada após 
a sua estabilização total. A resposta da atividade antioxidante foi expressa em EC50 (µg/mL). 
 
2.3.2 Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método ABTS
+ 
 
Neste ensaio o ABTS+ é oxidado pelo radical peroxil ou outros oxidantes para seu 
radical cátion, ABTS
+
, que é intensamente colorido, e a capacidade antioxidante é medida 
pela habilidade que o composto em teste possui em decrescer a cor reagindo diretamente com 
o radical ABTS
+
 (FARIAS et al., 2014). A capacidade antioxidante do vinagre frente ao 
radical livre ABTS
+
 foi realizada de acordo com Sánchez–González et al. (2005). Solução de 
radicais ABTS (ABTS
+
) foi produzida reagindo 5mL de solução estoque ABTS+ 7 mM com 
88 μL de persulfato de potássio 140 mM. A mistura foi armazenada em frasco escuro em 
temperatura ambiente (22 ºC) por 16 h. A solução de ABTS
+
 foi diluída com tampão fosfato 
(pH 7,4) até atingir absorbância de 0,7±0,05 nm a 734 nm. Foi adicionado 30 uL da amostra 
(3 mg/mL) a 3 mL da solução de ABTS+ e após 6 min de reação foi realizada leitura em 
espectrofotômetro (UV-Vis Lambda XLS HP9 2FX, Perkin – Elmer, Califórnia, 
EstadosUnidos) a 734 nm. As análises foram realizadas em triplicata genuína das amostras 
com medições em triplicata diluídas em água (diluições de 1:10. 1:20 e 1:30). Soluções de 
etanol com concentrações conhecidas de trolox (100; 500; 1000; 1500 e 2000 μMol/L) foram 
usadas para calibração. Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante 
equivalente ao Trolox (TEAC - mM/ mL de vinagre). 
 
2.4 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 
 
Anteriormente a análise sensorial, o vinagre de FAD foi submetido às análises 
microbiológicas indicadas pela RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2001), a qual determina que para molhos e 
condimentos preparados, líquidos ou cremosos, prontos para o consumo, não comercialmente 
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estéreis (tempero de saladas e outros alimentos), deve ser realizada a contagem dos seguintes 
microrganismos: Coliformes a 45° C, Stapylococcus coagulase positiva e pesquisa de 
Salmonella sp.  As metodologias utilizadas foram as descritas na Instrução Normativa nº. 62, 
de 26 de Agosto de 2003, do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), 
capítulo IV (BRASIL, 2003). 
 
2.5 ANÁLISE SENSORIAL 
 
A análise sensorial foi realizada mediante aprovação do projeto submetido ao Comitê 
de Ética em Pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Tecnológica Federal do 
Paraná, sob o número 787.710, CAAE: 35679914.6.0000.5547. Seguiram-se as 
recomendações descritas na Resolução nº466/2012 do Conselho Nacional de Saúde, que 
regulariza as pesquisas com seres humanos e recomenda a assinatura prévia do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido, disposto no Apêndice A. A ficha de análise sensorial está 
disposta no Apêndice B. 
Na análise sensorial comparou-se o vinagre de FAD desenvolvido neste trabalho, com 
dois vinagres de arroz, de marcas disponíveis no comércio local. Foram realizados o teste de 
Escala Hedônica e o Teste de Ordenação de Preferência, com 112 julgadores não treinados 
selecionados aleatoriamente (HOUGH et al., 2006), envolvendo acadêmicos, professores e 
servidores do Câmpus Medianeira da UTFPR, no Laboratório de Análise Sensorial,  em 
cabines individuais e luz branca. As amostras (aproximadamente 10 mL) foram servidas em 
pratos descartáveis em uma só vez, à temperatura ambiente (22 ºC), sobre folhas de alface 
para maior conforto dos julgadores e codificados com três dígitos aleatórios para avaliação 
dos atributos sabor e impressão global. Para analisar cor, consistência e aroma, as amostras 
foram observadas e avaliadas em tubos de ensaio.  
Foi aplicado o teste de Escala Hedônica com nove pontos, onde o número 01 
corresponde a “desgostei muitíssimo” e 09, a “gostei muitíssimo” segundo Teixeira et al. 
(1987). 
No Teste de Ordenação de Preferência (LAWLESS e HEYMANN, 2010), os 
julgadores indicaram a amostra com maior e menor preferência.  
Para o cálculo do Índice de Aceitabilidade do produto foi adotada a Equação 1 
(DUTCOSKY, 2007). 
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IA (%) = A x 100/B                                                        (1) 
onde, 
A = nota média obtida para o produto para a Avaliação Global 
B = nota máxima dada ao produto, dentre as notas da Av Global.  
 
2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa STATISTICA 7.0 
(Statsoft Inc. 2325 East 13th Street, Tulsa, OK, 74104, USA). A análise de variância 
(ANOVA) e o teste de Tukey foram realizados para avaliar os dados obtidos da Escala 
Hedônica. O teste de Friedman foi aplicado aos dados resultantes do Teste de Ordenação de 
Preferência.  
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 CARACTERIZACAO DO FARELO DE ARROZ E DO VINAGRE PRODUZIDO 
 
Na Tabela 1 são apresentados os resultados da caracterização do farelo de arroz e do 
vinagre produzido. O término do processo de acetificação foi considerado quando o teor 
alcoólico atingiu níveis inferiores a 1,00 %, de acordo com a legislação brasileira (BRASIL, 
2012).  
 
Tabela 1 – Resultado das análises de caracterização de FAD e do vinagre produzido 
Farelo de Arroz 
 
Vinagre de FAD  
Análises Resultados 
 
Análises Resultados Legislação*
 
Umidade (%) 11,09±0,12 
 
Acidez total (g·100 mL
-1
) 5,82±0,00 Minímo 4,0 
Lipídeos (%) 1,67±0,04 
 
Extrato seco reduzido (g·L
-1
) 35,66±3,81 Mínimo 7,0 
Cinzas (%) 11,31±0,64 
 
Cinzas (g·L
-1
) 7,55±0,37 1 a 5 
Proteínas (%) 14,89±0,89 
 
Ácido fítico (mg/mL)
1
 2,87±0,04 - 
Carboidratos (%) 61,03 
 
Ácido fítico (mg/mL)
2
 2,29±0,02 - 
Ácido fítico (g/mL) 5,91         
1
vinagre não clarificado; 
2
vinagre clarificado, *BRASIL (2012) 
 
Para os resultados da caracterização do vinagre de FAD, o teor de cinzas ficou fora 
do estabelecido pela legislação. Marques et al. (2010) constatou que vinagres de laranja 
com mel (5,14 g.L
-1
), laranja (3,65 g.L
-1
), tangerina com milho (3,46 g.L
-1
), tangerina 
(2,93 g.L
-1
), manga (2,25 g.L
-1
) e arroz (3,75 g.L
-1
) apresentaram altos teores de cinzas 
quando comparados aos vinagres convencionais de vinho tinto e vinho banco. Como a 
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qualidade do vinagre é dependente da matéria-prima e do seu processo de produção 
(PALMA et al., 2001), o autor concluiu que o tipo de matéria-prima utilizada na sua 
produção (laranja, mel, tangerina, manga, milho e arroz) bem como a filtração dos 
produtos durante a fabricação podem ter interferido na prevalência de valores elevados 
para esta determinação. 
O ácido fítico presente no FAD foi encontrado no vinagre produzido, desta forma 
pode-se concluir que durante a fermentação acética o ácido fítico permaneceu no produto, 
visto que os resultados de ácido fítico do vinagre clarificado e não clarificado foram de 
2,87 mg/mL e 2,29 mg/mL, respectivamente. O ácido fítico é um antioxidante natural das 
plantas, como cereais, nozes, leguminosas e oleaginosas.  A capacidade antioxidante do 
ácido fítico já foi comprovada em vários trabalhos (WU et al., 1994; FILGUEIRAS et al., 
2009; CANAN et al., 2012) e convém ressaltar as diversas pesquisas que objetivaram 
avaliar seus benefícios à saúde humana (GRAF e EATON, 1990; LEE et al., 2005; 
NORAZALINA et al., 2010), o que torna o vinagre de FAD um condimento com 
propriedades funcionais.  
 
3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 
 
 Na Tabela 2 são mostrados os resultados das análises de atividade antioxidante do 
vinagre de FAD clarificado e não clarificado e resultados de outros trabalhos semelhantes 
para comparação. 
 
Tabela 2 –Resultados das metodologias de atividade antioxidante (DPPH• e ABTS+) da amostra do 
vinagre clarificado e não clarificado 
Amostras DPPH• (µg·mL-1) ABTS+ (mM trolox/mL) 
Vinagre FAD não clarificado 10,62±1,02
a
 0,010±0,001
a
 
Vinagre FAD clarificado 10,62±1,42
a
 0,006±0,020
b
 
Vinagre
1
 1710 ------ 
Vinagre
2
 3340 ------ 
Vinagre
3
 154 ------ 
Vinagre
4
 288 ------ 
Vinagre
5
 ------- 19,03 
Vinagre
6
 ------- 0,31 
Vinagre
7
 ------- 3,15 
Médias marcadas com letras semelhantes na mesma coluna não diferem significativamente entre si 
(p≥0,05) pelo teste de Tukey; 1vinagre kurosu, (SHIMOJI et al., 2002), 2vinagre de arroz polido (SHIMOJI 
et al., 2002),
3
vinagre kurosu (NISHIDAI et al., 2000); 
4
vinagre de maça (NISHIDAI et al., 2000);
5
vinagre 
de amora-preta (LIMA, 2014); 
6
vinagre de arroz (CRUZ, 2012); 
7
vinagre de vinho tinto (PELLEGRINI et 
al., 2003) 
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Para a análise de DPPH•, os resultados foram semelhantes para o vinagre clarificado e 
não clarificado. Já para a análise de ABTS+, houve diferença significativa (p<0,05) entre 
ambos (clarificado e não clarificado). Para o método de ABTS+, a etapa de clarificação pode 
ter influenciado o resultado, já que a bentonita remove proteínas, íons de metais pesados, 
pesticidas e compostos escuros (KOYUNCU et al., 2007). 
De acordo com a análise de DPPH•, para o vinagre de FAD foi encontrado EC50 = 
10,62±1,42 µg·mL
-1
 (amostra necessária para reduzir em 50% a concentração inicial do 
radical DPPH•), resultado satisfatório se comparado com outros trabalhos. Quanto maior o 
consumo de DPPH• pela amostra, maior é sua atividade antioxidante. Sendo assim, quanto 
maior a concentração da amostra e menor a absorbância, maior o consumo de DPPH•.  
Na avaliação da atividade antioxidante de kurosu, vinagre produzido a partir de arroz 
integral contendo o farelo de arroz (SHIMOJI et al., 2002), sendo um dos vinagres mais 
comuns no Japão (NISHIKAWA et al., 2001) e vinagre de arroz polido,o kurosu apresentou 
maior atividade antioxidante (método DPPH•) do que este último, sendo que o valor 
encontrado para o EC50 (µg·mL
-1
) foi de 1710 para o vinagre kurosu e 3340 para o arroz 
polido. 
Em estudo conduzido por Nishidai et al. (2000), avaliou-se a atividade antioxidante de 
amostras de kurosu, vinagre de arroz, vinagre de grãos, vinagre de maçã e vinagre de uva por 
diversos métodos. Para o método DPPH•, a atividade antioxidante de radicais dos extratos dos 
vinagres kurosu e de maçã foram os melhores, EC50 = 154 e 288 µg·mL
-1
, respectivamente, 
enquanto que os extratos das amostras de arroz, grãos e vinagre de uva mostraram pouca 
atividade, ou seja, os resultados foram superiores a 500 µg·mL
-1
. 
De uma forma geral observa-se que vinagres de frutas apresentam maior atividade 
antioxidante e quando comparado o vinagre de arroz com vinagre de arroz não polido 
(integral), observa-se que este (integral) apresenta maior atividade antioxidante, o que pode 
ser explicado pelo fato da existência do farelo do arroz. Com isso, o vinagre de FAD foi o que 
apresentou a melhor atividade antioxidante dentro os resultados comparados neste trabalho, 
enfatizando seu potencial apelo funcional. 
A avaliação da atividade antioxidante utilizando o radical ABTS+ normalmente é 
expressa como valor TEAC (Atividade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox), que se 
define como a concentração de trolox que apresente o mesmo percentual de inibição que uma 
concentração de 1 mM do composto de referência. Essa medida pode ser feita em diferentes 
tempos de reação, obtendo-se valores distintos de acordo com o tempo (LIMA, 2008). 
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Em relação ao resultado de ABTS+, Lima (2014), encontrou resultado de 19,03 mM 
trolox/mL em vinagre de amora-preta. No trabalho de Cruz (2012) o vinagre de arroz foi o 
que apresentou atividade antioxidante total mais baixa (0,31 mM trolox/mL) em relação aos 
demais vinagres analisados (21 no total: 7 vinagres de vinho tinto, 8 vinagres de frutas, 2 de 
vinagres balsâmicos e 1 de vinagre de arroz). No trabalho de Pellegrini et al. (2003a), 
encontrou 3,12 mM trolox/mL para o vinagre de vinho tinto. Em outro trabalho deste mesmo 
autor (PELLEGRINI et al., 2003b), encontrou  3,15 mM trolox/mL para vinagre de vinho 
tinto, 1,52 e 12,1 mM trolox/mL em vinho branco e tinto respectivamente. No trabalho de 
Massino et al. (2008), no qual avaliou 19 amostras de vinagres balsâmicos, os resultados para 
atividade antioxidante pelo método ABTS+ variaram de 17,6±1,16  até 58,2±4,88 mM 
trolox/mL. Confrontando valores TEAC de alimentos comumente conhecidos temos: tomate 
(1,65 mM/g), azeite virgem de oliva (1,79 mM trolox/mL), cerveja (1,0 mM trolox/mL) e chá 
preto (3,6 mM trolox/mL) (DE BEER et al., 2003). Os resultados apresentados nestes 
trabalhos são superiores, portanto melhores, que os encontrados neste trabalho: 0,0100±0,001 
e 0,006±0,020 mM trolox/mL, para o vinagre não clarificado e clarificado, indicando que o 
vinagre de FAD apresentou baixa atividade antioxidante para este método (ABTS+). 
Há diversos componentes do FAD relatados na literatura que evidenciam sua a 
atividade antioxidante. Em estudo desenvolvido por Devi e Arumughan (2007), no intuito de 
avaliar a atividade antioxidante dos extratos fitoquímicos do farelo de arroz desengordurado, 
verificaram que os vários componentes fitoquímicos de extratos FAD: ácido ferúlico, tricin e 
Tmix, exibiram excelente atividade antioxidante. No entanto, a presença de proteínas, 
açúcares e outros compostos fenólicos não identificados também afetaram sua eficácia 
antioxidante, sinergicamente ou antagonicamente. Outros estudos (ZHOU et al., 2014; 
MOONGNGARM et al., 2012) também avaliaram os compostos responsáveis pela atividade 
antioxidante e os compostos fenólicos do farelo de arroz, os quais poderiam estar presentes 
também no vinagre de FAD. 
 
3.3 ANÁLISE SENSORIAL 
 
De acordo com os resultados obtidos das análises microbiológicas para o vinagre de FAD 
obtido no referente trabalho, que se apresentaram dentro dos parâmetros da legislação brasileira 
(Tabela 3), foi possível realizar a análise sensorial. 
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Tabela 3 – Resultado das análises microbiológicas da amostra de vinagre de FAD 
Análise Resultados Legislação* 
Contagem de Coliformes à 45 ºC < 0,03±0,00 NMP.mL
-1
 5 x 10NMP.mL
-1
 
Contagem de Staphylococcus aureus < 10
2
±0,00 UFC.mL
-1
 10
2
UFC.mL
-1
 
Salmonella sp/25mL Ausência em 25mL Ausência em 25mL 
*BRASIL (2001) 
 
Os resultados obtidos para os atributos de qualidade considerados na análise sensorial e os 
resultados da análise de variância (ANOVA) estão apresentados na Tabela 4. Observou-se 
diferença significativa (p<0,05) em todos os atributos, com exceção do atributo consistência, no 
qual a análise de variância (ANOVA) não foi significativa (p>0,05). Além da diferença 
significativa entre os atributos houve diferença significativa entre os julgadores para todos os 
atributos avaliados (p<0,05). 
 
Tabela 4 - Média dos julgamentos dos atributos e resultados do teste de Tukey para os atributos com diferença 
significativa entre as amostras 
  Atributos sensoriais 
Amostras Cor Consistência Aroma Sabor 
Impressão 
Global 
Vinagre 1* 7,22±1,72
a
 7,16±1,51 6,72±1,91
a
 6,69±1,94
a
 7,00
a
 
Vinagre 2* 6,84±1,60
a,b
 6,93±1,54 6,18±1,94
a
 5,98±1,97
b
 6,34
b
 
Vinagre FAD** 6,34±1,93
b
 6,81±1,57 5,41±2,24
b
 5,30±2,36
c
 5,74
c
 
Valor p*** 0,0008  0,21  <0,0000   <0,0000  <0,0000 
* vinagres de arroz adquiridos no comércio local; ** vinagre desenvolvido no presentetrabalho 
***
p = probabilidade para intervalo de confiança de 95%, calculadas por ANOVA; 
Médias marcadas com letras semelhantes na mesma coluna não diferem significativamente entre si (p≥0,05) pelo 
teste de Tukey; 
 
 A nota obtida para o atributo de cor do vinagre de FAD diferiu estatisticamente (p<0,05) 
da cor do vinagre 1, mas foi estatisticamente semelhante (p>0,05) a cor do vinagre 2. Este 
resultado indica que a cor do vinagre de FAD provavelmente não interferiria na escolha do 
consumidor, pois este atributo recebeu notas similares a do vinagre 2, existente no mercado. 
Em relação ao aroma, as médias para este atributo foram estatisticamente similares 
(p>0,05) entre os vinagres comerciais, que por sua vez diferiram em relação ao vinagre de FAD, 
devido a matéria-prima utilizada para a fabricação do fermentado. 
As médias para o atributo sabor e avaliação global diferiram estatisticamente entre si 
(p<0,05) para as três amostras. Apesar da diferença notada entre o vinagre de FAD e os vinagres 
comerciais, há que se considerar a diferença significativa entre as duas amostras comerciais, que 
não deveria ocorrer, uma vez que são fabricadas a partir da mesma matéria-prima: o arroz polido.  
No trabalho de Ilha et al. (2000), na fabricação de vinagre de mel, os autores constataram 
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que o vinagre de mel e vinagres padrão (álcool e vinho branco) não apresentaram diferenças 
significativas (p>0,05) para a aparência ou sabor. Foi verificado diferenças significativas (p 
<0,05) para cor e odor. Em trabalho de Araujo et al. (2012), onde desenvolveu vinagre de laranja 
lima, verificou diferenças não significativas ao nível de 5 % de probabilidade entre os vinagres 
produzidos e o vinagre comercial de maçã nos atributos aroma e cor. Bortolini et al. (2001), na 
fabricação de vinagre de kiwi por processo gerador e processo submerso encontrou respostas 
melhores para o processo gerador. Neste trabalho, segundo alguns julgadores, os vinagres 
produzidos em processo submerso apresentaram odor desagradável acentuado. Segundo Manfroi 
et al. (1996), isso pode ocorrer devido a presença de células microbianas que ficam no meio em 
suspensão durante a fermentação submersa e que podem permanecer no produto mesmo após os 
tratamentos finais. 
Na Figura 1 estão dispostas às médias obtidas para cada atributo, para os três vinagres 
analisados, com os respectivos erros padrões das médias. Destaca-se melhores médias para o 
vinagre 1, seguido do vinagre 2 e do vinagre de FAD. É importante notar que o erro padrão foi 
maior para o vinagre de FAD, o que pode evidenciar que os julgadores ou avaliaram com notas 
mais próximas a 9 ou mais próximas a 1, ou seja, ou gostaram muitíssimo ou desgostaram 
muitíssimo. Desta forma, uma análise sensorial com um painel treinado seria interessante para 
melhor entender o perfil sensorial do vinagre desenvolvido. 
  
 
Figura 1. Comparação entre os atributos de qualidade dos três vinagres avaliados. 
 
 
Na Figura 2 (a) são apresentados os resultados para maior preferência, na Figura 2 (b), o 
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vinagre de menor preferência. O vinagre preferido foi o vinagre 1 com mais de 50 % de escolha, 
enquanto que a amostra menos preferida foi a de vinagre de FAD, na mesma proporção. De 
acordo com o teste de Friedman (CHRISTENSEN et al., 2006), o Vinagre 2 e o Vinagre FAD 
não diferiram estatisticamente entre si (m.d.s. = 35,07(3,5%)< 45 e 40, respectivamente), sendo que 
os mesmos diferiram estatisticamente com o Vinagre 1 (m.d.s= 35,07(3,5%) > 5). 
De acordo com Monteiro (1984), Teixeira et al. (1987) e Dutscoski (2007), para que um 
produto apresente aceitabilidade adequada, o índice de aceitabilidade deve ser superior a 70 %. 
Foram calculados os índices de aceitabilidade dos três vinagres avaliados, para o atributo 
Avaliação Global, obtendo-se resultados de 77,8 % para a vinagre 1, 70,6 % para a vinagre 2 e 
63,8 % para o vinagre de FAD. 
No trabalho de Ilha et al. (2000) para todos os atributos de vinagre de mel mostraram 
índice de aceitabilidade acima de 70 %, o que indica que o vinagre produzido seria bem 
consumido. Araujo et al. (2012) também obteve índice aceitabilidade acima de 70 % no vinagre 
desenvolvido de laranja lima. Bortolini et al. (2001) obteve índice de aceitabilidade maior que 70 
% para os três tratamentos do processo gerador e para apenas um tratamento do processo 
submerso, dos três realizados.  Segundo o autor as diferenças podem ser atribuídas, em parte, ao 
fato de que vinagres obtidos em processo submerso são turvos quando saem do fermentador, e 
mesmo com processos de filtração e clarificação, permanecem com qualidade inferior aos obtidos 
em processo por gerador, descaracterizando parte do brilho. 
 
  
(a) (b) 
Figura 2 – Teste de ordenação para as três amostras de vinagre 
 
 
CONCLUSÕES 
 
A partir do farelo desengordurado de arroz foi possível produzir vinagre com importante 
26 
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61 
 
capacidade antioxidante, confirmada pelo método de DPPH• e pela presença de ácido fitico, o 
que o torna um produto com propriedades funcionais. Contudo, ainda há que se melhorar seus 
atributos sensoriais, como o sabor e aroma doces, características inerentes da matéria-prima 
utilizada a fim de se garantir maior aceitabilidade. Estas características podem ter causado a 
diminuição da percepção do sabor ácido, característico dos vinagres, mesmo considerando-se sua 
acidez semelhante às amostras comerciais avaliadas. Além disso, como trabalho futuro, é 
importante que seja realizada uma análise sensorial com um painel treinado para melhor 
avaliação do perfil sensorial do produto. 
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APÊNDICE A 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
 
Titulo da pesquisa: Otimização da fermentação acética para a produção de vinagre de farelo de arroz 
desengordurado e avaliação do potencial antioxidante 
Pesquisador (endereço e telefone): Catiussa Maiara Pazuch (Endereço: Rua: Piauí n°2377 Medianeira, (45) 
9917-0065/ cati.maiara@gmail.com) 
Orientador responsável: Profª Dra. Eliane Colla 
Local de realização da pesquisa: Universidade Tecnológica Federal do Paraná – Câmpus Medianeira 
Endereço, telefone do local: Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Av. Brasil, 2332, Parque 
Independência - Medianeira-PR. Tel: (45) 3240- 8000 
 
A) INFORMAÇÕES AO PARTICIPANTE 
1. Apresentação da pesquisa. 
A presente análise sensorial é parte do trabalho de dissertação do Programa de Pós-graduação em Tecnologia de 
Alimentos da UTFPR – Campus Medianeira. A justificativa em desenvolver este novo produto (vinagre de farelo 
de arroz desengordurado) é reutilizar um subproduto abundante da agroindústria, além de avaliar sua atividade 
antioxidante, visto que o farelo de arroz é constituído por ácido fítico. Devido a isso, o vinagre pode 
proporcionar saúde aos seus consumidores, como já enumeram alguns autores em pesquisas, relacionando o 
consumo de vinagre com a diminuição do índice glicêmico, diminuição da pressão arterial, efeito antitumoral, 
dentre outros.  
2. Objetivos da pesquisa. 
O objetivo da pesquisa é otimizar a elaboração do vinagre de farelo de arroz desengordurado, avaliar sua 
atividade antioxidante e avaliar suas características sensoriais. 
3. Participação na pesquisa. 
As amostras foram produzidas nos laboratórios de Graduação e Pós-graduação dos cursos de Tecnologia e 
Engenharia de Alimentos, localizado no câmpus Medianeira, da Universidade Tecnológica Federal do Paraná. 
Sua participação se dará da seguinte forma: você terá três amostras para avaliar, sendo duas amostras comerciais 
de vinagre de arroz, e uma delas proveniente deste estudo (vinagre de farelo de arroz). Dentro da cabine, 
receberá as três amostras codificadas (aproximadamente 10 mL) em temperatura ambiente, amostras de salada 
(alface) e uma ficha onde fará a avaliação das amostras de vinagre. Após analisar visualmente e olfativamnete o 
vinagre, a ingestão do vinagre se dará com a salada (para maior conforto). Deverá avaliar cada amostra em 5 
atributos (cor, consistência, aroma, sabor e impressão global), atribuindo as notas de acordo com a escala 
hedônica de 9 pontos apresentada na própria ficha, onde 1 representa desgostei extremamente e 9 gostei 
extremamente. Após isso indicará a amostra de maior e menor preferência (teste de ordenação de preferência). 
4. Confidencialidade. 
Informamos que os dados aqui coletados serão utilizados somente para os fins desta pesquisa, e serão tratados 
com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. 
5. Desconfortos, Riscos e Benefícios. 
a) Desconfortos e ou Riscos: devido ao gosto ácido, próprio do vinagre, alguns julgadores poderão sentir algum 
desconforto ao degustar, podendo este, se preferir, desistir da análise sensorial a qualquer momento, retirando-se 
do local dos testes. 
b) Benefícios:A participação de cada julgador é de extrema importância, pois além de contribuir com a pesquisa 
desenvolvida na academia, os resultados obtidos poderão fornecer subsídios para o aprimoramento deste produto 
de forma a atender à sua expectativa de consumo, uma vez que este tipo de vinagre pode conferir funções 
benéficas ao organismo, devido ao potencial antioxidante do ácido fítico.  
6. Critérios de inclusão e exclusão. 
a) Inclusão: Poderão participar da análise sensorial todas as pessoas, maiores de 18 anos, que consomem este 
produto e que não possuem aversão ao mesmo. 
b) Exclusão: serão excluídos desta avaliação sensorial os sujeitos que possuírem alergia, que sejam portadoras 
de gastrite, úlcera, outras doenças que não permitam o consumo de vinagre, ou que não gostem deste tipo de 
produto. 
7. Direito de sair da pesquisa e a esclarecimentos durante o processo. 
O participante terá plena liberdade de deixar o estudo a qualquer momento e tem o direito a receber 
esclarecimentos em qualquer etapa da pesquisa. Além disso, poderá recusar ou retirar o consentimento sem 
penalização. 
8. Ressarcimento ou indenização. 
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O sujeito da pesquisa não terá direito a qualquer compensação financeira por participar do estudo e o mesmo 
não implicará em contrato de trabalho, tendo a exclusiva finalidade de colaborar para o sucesso da pesquisa. 
No entanto, possíveis despesas decorrentes da participação na pesquisa serão ressarcidas, assim como 
qualquer dano ocorrido devido à pesquisa será devidamente indenizado, conforme determina a lei. 
 
B) CONSENTIMENTO  
Eu declaro ter conhecimento das informações contidas neste documento e ter recebido respostas claras às minhas 
questões a propósito da minha participação direta (ou indireta) na pesquisa e, adicionalmente, declaro ter 
compreendido o objetivo, a natureza, os riscos e benefícios deste estudo.  
Após reflexão e um tempo razoável, eu decidi, livre e voluntariamente, participar deste estudo. Estou consciente 
que posso deixar o projeto a qualquer momento, sem nenhum prejuízo.  
  
Nome completo:___________________________________________________________________ 
RG:_____________________ Data de Nascimento:___/___/______ Telefone:__________________ 
Endereço:_________________________________________________________________________CEP: 
___________________ Cidade:____________________ Estado: ________________________ 
 
Assinatura: ________________________________ 
 
Data: ___/___/______ 
 
Eu declaro ter apresentado o estudo, explicado seus objetivos, natureza, riscos e benefícios e ter respondido da 
melhor forma possível às questões formuladas. 
 
Assinatura pesquisador: ________________________ 
(ou seu representante) 
 
Data: ______________________________ 
 
Nome completo: Catiussa Maiara Pazuch 
 
Para todas as questões relativas ao estudo ou para se retirar do mesmo, poderão se comunicar com Catiussa 
Maiara Pazuch, via e-mail: cati.maiara@gmail.com ou telefone: (45) 9917-0065 
 
Endereço do Comitê de Ética em Pesquisa para recurso ou reclamações do sujeito pesquisado 
Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Tecnológica Federal do Paraná (CEP/UTFPR) 
REITORIA: Av. Sete de Setembro, 3165, Rebouças, CEP 80230-901, Curitiba-PR, telefone: 3310-4943, e-mail: 
coep@utfpr.edu.br 
 
 
OBS: este documento deve conter duas vias iguais, sendo uma pertencente ao pesquisador e outra ao sujeito de 
pesquisa. 
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APÊNDICE B 
 
Ficha para a análise sensorial 
 
Nome: ___________________________________________________Data:____/____/____ 
 
TESTE DE ESCALA HEDÔNICA 
 
Você está recebendo três amostras codificadas de vinagre. Uma delas é fabricada com o farelo de 
arroz desengordurado, as demais são vinagres comerciais de arroz. Por favor, avalie o aroma, a cor, 
a consistência, o sabor e a impressão global das amostras. Após observá-las, prove-as servida com 
alface e avalie cada uma das amostras utilizando a escala de valores abaixo: 
(9) Gostei extremamente 
(8) Gostei muito 
(7) Gostei moderadamente 
(6) Gostei ligeiramente 
(5) Indiferente 
(4) Desgostei ligeiramente 
(3) Desgostei moderadamente 
(2) Desgostei muito 
(1) Desgostei extremamente 
 
 
Observando a escala de valores acima, marque na tabela o número que representa o quanto você 
gostou ou desgostou do produto: 
 
Amostra Cor Consistência Aroma Sabor Impressão Global  
101      
532      
994      
 
Comentários: 
_________________________________________________________________________________ 
_________________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
TESTE DE ORDENAÇÃO 
 
 Das amostras recebidas, por favor, ordene-as de acordo com a ordem decrescente de sua 
preferência. 
Mais preferida Menos preferida 
  
 
Comentários: 
_________________________________________________________________________________ 
_________________________________________________________________________________ 
Obrigada pela participação! 
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CAPÍTULO 4 
 
OTIMIZAÇÃO DA ETAPA DE CLARIFICAÇÃO DE VINAGRE DE FARELO DE 
ARROZ  
 
Catiussa Maiara Pazuch; Ítala Maria Gouveia Marx; Tatiane Cristina Gonçalves de Oliveira; 
Cristiane Canan; Eliane Colla. 
 
Resumo: A clarificação é a etapa do processo produtivo que visa eliminar as substâncias em 
suspensão, muito utilizada em vinhos, sucos e vinagres. É nesta etapa que o produto adquire 
aparência mais límpida e translúcida, característica exigida pelos consumidores. Na indústria 
há vários processos e produtos químicos utilizados para obtenção de líquidos clarificados, a 
bentonita sódica ativada é uma delas. O vinagre é o produto obtido por uma dupla 
fermentação: alcoólica e acética. No caso de utilizar cereais, é necessária uma etapa 
preliminar, a hidrólise enzimática. O vinagre de farelo de arroz desengordurado apresentou-se 
turvo, com uma coloração amarela opaca. Com o objetivo de avaliar a cor (parâmetros L*, a* 
e b*) após a clarificação, foi utilizado um Delineamento Central Composto Rotacional 
(DCCR) com duas variáveis, a concentração de bentonita (clarificante) e o tempo de processo 
(horas). O estudo resultou em dois DCCR’s, no qual foi necessário mudar a faixa de estudo da 
variável tempo. Após a clarificação, os ensaios foram submetidos a análises físico-químicas. 
Foi possível identificar uma região ótima para o parâmetro L* dentro das faixas estudadas. A 
concentração de bentonita foi significativa onde o tempo variou de 24 a 96 h, mas deixou de 
ser quando a faixa de estudo diminuiu de 12 a 48. Nesta nova faixa de estudo a variável tempo 
de processo tornou-se significativa. De acordo com as análises físico-químicas, a acidez total 
e o extrato seco reduzido apresentaram diferenças significativas entre os ensaios (p<0,05), 
evidenciando o efeito da diferença na concentração de bentonita entre os ensaios. 
Palavras-chave: bentonita, colorímetro, planejamento experimental. 
 
Abstract: The clarification is the stage of the production process aimed at eliminating 
substances in suspension, widely used in wines, juices and vinegar. In this stage the product 
gets more clear and translucent appearance, feature demanded by consumers. In industry there 
are different processes and chemicals products used to obtain clarified liquid, the activated 
bentonite is  one them. Vinegar is the product obtained by a double fermentation: alcoholic 
and acetic. In case of using grains, a preliminary step is required, like the enzymatic 
hydrolysis. The defatted rice bran vinegar was turbid with an opaque yellow. In order to 
evaluate the color (L*, a* and b* parameters) after clarification, a Central Composite 
Rotational Design was used (CCRD) with two variables, the concentration of bentonite 
(clarifier) and process time (hours). The study resulted in two CCRD’s, in which the process 
time variable was modified in the second. After clarification, the essays were subjected to 
physical and chemical analysis. It was possible to identify a great region for the L* parameter 
in the studied range. The concentration of bentonite was significant where time ranged from 
24 to 96 hours, then, in the second CCRD, when the study range decreased from 12 to 48 
hours the process time variable to become significant. According to the physico-chemical 
analysis, the total acidity and the total dry extract showed significant differences between the 
essays (p<0,05). 
Key-words: bentonite, colorimeter, experimental design. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A clarificação é a etapa que objetiva eliminar todas as substâncias em suspensão e 
outras em dissolução existentes na bebida, para torná-la límpida e cristalina (SANTOS, 2007).  
A legislação brasileira aponta que podem ser empregados processos químicos e físicos 
para a etapa de clarificação e enfatiza seu uso com vinhos. Para os vinagres, a clarificação 
também consiste em uma etapa do processo de fabricação, de forma que o vinagre poderá ser 
submetido à filtração, colagem, clarificação, aeração e envelhecimento (BRASIL, 1997). 
Segundo Arbugeri (2010), em estudo com vinho, a limpidez é uma das principais 
características de apresentação exigida pelos consumidores e garante respeito às qualidades 
gustativas, não perturbadas por partículas em suspensão ou precipitadas. A clarificação é uma 
dessas operações, que visa proporcionar estabilidade e melhora nas suas características 
sensoriais. 
A utilização dos agentes clarificantes com objetivo da clarificação consiste na 
formação de flocos insolúveis, basicamente compostos pelos precursores da turbidez no 
produto e pelos agentes clarificantes adicionados (ALBUQUERQUE, 2009).  
Quando se fabrica pelo processo lento, o vinagre já possui aspecto límpido, às vezes 
dispensando qualquer processo de clarificação, devido ao tempo que permanece em repouso 
durante o período de acetificação (MORETO, 1988; SACHS, 2001). No entanto, este tipo de 
processamento é de baixa produtividade, ocupa muito espaço e atualmente é usado 
exclusivamente para a produção doméstica (PEDROSO, 2003). 
Vinagres obtidos em processo submerso são turvos quando saem do fermentador, e 
passam pelos processos de filtração e clarificação (BORTOLINI, et al., 2001). No processo 
submerso, a turbidez do vinagre se dá principalmente pela suspensão de substâncias 
celulósicas e pécticas, células de fermento mortas, proteínas, albumina e seus produtos de 
degradação. As substâncias insolúveis na solução diminuem o teor alcoólico e aumentam a 
acidez, além de provocar alteração de gosto (MORETTO, 1988; XIFANG et al., 2007). 
A operação de clarificação pode ser feita por diversos processos: espontânea ou 
autoclarificação; físico-química, química ou desmetalização; mecânica, através de substâncias 
orgânicas (albumina e caseína, por exemplo) e inorgânicas (argilas e bentonita) (SACHS, 
1990, AQUARONE et al., 2001). 
De acordo com Sachs (2001), o processo de clarificação natural consiste em deixar o 
vinagre em repouso absoluto, até que toda a impureza em suspensão se sedimente, o que pode 
levar alguns meses. Sedimentadas estas impurezas, é feita a trasfega e se ainda o material 
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permanecer com alguma turvação repete-se o processo até obtê-lo límpido. Como substâncias 
minerais podem-se utilizar as argilas e terras especiais, onde o tempo é bastante reduzido. A 
gelatina, um colóide com carga elétrica positiva, também é utilizada como clarificante, 
contudo necessita de tanino, bentonita ou solução de sílica para flocular (ARBUGERI, 2010). 
A bentonita é amplamente utilizada na indústria química e de alimentos, seu uso tem 
sido relatado desde 1934 (SAYWEL, 1994), sendo empregada com eficiência na clarificação 
de vinho branco e na indústria vinagreira, principalmente para eliminar a turvação proteica; é 
um mineral da família da argila, de silicato de alumínio hidratado, cuja composição principal 
é montmorilonita (Al2O34SiO2H2O), apresentando a capacidade de intumescer e fixar até 10 
vezes o seu peso em água; isto permite preparar pasta gelatinosa de característica coloidal e de 
carga eletronegativa, conferindo-lhe um forte poder de adsorção (SAYWEL, 1994; 
AQUARONE et al., 2001; XIFANG et al., 2007) 
Industrialmente, o processo de clarificação ocorre após o vinagre atingir a acidez 
desejada, onde é agitado entre 12 e 24 h com bentonita sódica alimentar (SANTOS, 2007). A 
bentonita, antes de sua utilização, deve ser intumescida em água aquecida (50 °C), para evitar 
a formação de grumos, deve-se colocar o pó ou os grânulos de bentonita, pouco a pouco, na 
superfície do líquido em agitação, em proporção de 5 a 10 % (AQUARONE et al., 2001).  
A literatura indica que se emprega 0,1 g·L
-1
 de Bentonita ou Caolin ou barro-de-
Espanha ou argilas especiais, agitando-se e deixando-se em repouso por 24 h (SACHS, 2001). 
Segundo Aquarone et al. (2001) a dose de utilização varia em função do vinho, normalmente 
de 0,4 a 1,0 g·L
-1
. Outro autor afirma que o nível de adição de bentonita é determinado em 
testes de estabilidade e que o nível tem crescido nos últimos 20 anos, sendo que quantidades 
entre 1,0 a 2 g·L
-1
 são frequentemente empregados (DUBOURDIEU e CANAL-LLAUBÈRE, 
1989). 
Para a clarificação de sucos (maçã e romã, por exemplo), a bentonita é amplamente 
utilizada, geralmente em conjunto com a gelatina para melhorar a clareza (SIEBERT, 1999; 
BAGCI, 2014). A bentonita é muito eficaz na remoção de proteínas, mas tem muito pouco 
efeito sobre polifenóis no suco de maçã (SIEBERT e LYNN, 1997). 
Além dos processos descritos, a microfiltração e a ultrafiltração tem sido utilizadas em 
vários setores da indústria como clarificação e esterilização a frio de sucos, vinhos e cerveja 
(FRANÇA, 2005; BAGCI, 2014). 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a etapa de clarificação do vinagre de farelo de 
arroz desengordurado, estudando os efeitos da concentração de bentonita e tempo do processo 
na resposta de cor do vinagre. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 MATÉRIA-PRIMA 
 
O farelo de arroz desengordurado (FAD) foi cedido pela Indústria Riograndense de 
Óleos Vegetais (IRGOVEL, Pelotas/RS). A Bentonita Sódica Ativada (argila esmectita 
quimicamente modificada com sal sódico) foi gentilmente cedida pela Tec Gel Comércio e 
Representações Ltda (Joinvile/SC). As enzimas utilizadas na hidrólise enzimática: protease 
(ALCALASE 2.4 L) -amilase termoestável (TERMAMYL 2X) e a amiloglucosidase (AMG 
300L), foram cedidas pela LNF Latino Americana (Bento Gonçalves/RS). 
 
2.2 MICRORGANISMOS 
 
Para a fermentação alcoólica foi utilizado um cultivo puro de Saccharomyces 
cerevisiae (Saf-instant
®
) adquirido no comércio local. A fermentação acética foi conduzida 
pela inoculação de bactérias acéticas provenientes de vinagre de álcool não diluído 
(aproximadamente 8 % de acidez) e não pasteurizado de uma fermentação anterior (“vinagre 
forte”), o qual foi gentilmente cedido pela indústria Chemim Alimentos (Ponta Grossa, 
Paraná). Este inóculo contém uma microbiota mista de Acetobacter, contendo diferentes 
espécies ou variedades dessas bactérias, que é considerada mais eficiente na conversão de 
etanol em ácido acético (AQUARONE et al, 2001) aliado a dificuldade em se cultivar 
bactérias acéticas (GULLO et al., 2014), que justificam o não uso de culturas puras. 
 
2.3 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA E FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA 
 
O FAD foi moído e hidrolisado enzimaticamente, utilizando-se três enzimas 
comerciais: protease (ALCALASE 2.4 L), -amilase termoestável (TERMAMYL 2X) e 
amiloglucosidase (AMG 300L). As condições utilizadas, otimizadas em estudo anterior 
(SIEPMANN, 2014) foram: concentração de 200 g∙L-1 de FAD, 15 µL·g farelo-1 da protease 
por 2 h (60 ºC), 30 µL∙g farelo-1 de -amilase com tempo de atuação de 2 h (90-95 ºC), e 40 
µL∙g farelo-1 de amiloglucosidase, com tempo de atuação de 3 h (55-60 ºC). 
Após a centrifugação do meio hidrolisado em centrífuga (ROTINA 420R, HETTICH, 
Alemanha) por 3823 x g, 5 min, o mesmo foi submetido a fermentação alcoólica com um 
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cultivo puro de Saccharomyces cerevisiae (Saf-instant
®
), em erlenmeyers de 3 L contendo 1,5 
L de meio hidrolisado com o pH ajustado em 5,0, com 5,0 % (m/v) de inóculo, sem pré-
ativação. A incubação foi realizada em incubadora de agitação orbital (SL 221, SOLAB 
CIENTIFICA, Piracicaba, SP), a 30 °C, durante 48 h, em estado estacionário. Posteriormente, 
o vinho (produto obtido da fermentação alcoólica) foi centrifugado (3823 x g, 3 min) e 
congelado (-18 ºC) para ser utilizado na fermentação acética. 
 
2.4 FERMENTAÇÃO ACÉTICA 
 
O vinagre de farelo de arroz foi produzido em fermentador de bancada (TEC-BIO-V 
7,5 L , TECNAL,  Piracicaba - SP) com volume útil de 5,0 L. As condições utilizadas para 
ativação das bactérias acéticas foram as seguintes: 30 °C, fluxo de aeração de 0,25 VVM 
(volume de ar/volume de mosto x minuto) e agitação de 300 rpm. O vinho proveniente da 
fermentação alcoólica teve seu percentual de etanol corrigido para 5 %, já que o mesmo 
continha 3,620,23 % de etanol. A correção foi necessária (0,1 L de etanol comercial) para 
que a concentração inicial (CT - soma da concentração de etanol e de ácido acético) da calda 
(meio líquido contendo todos os nutrientes para que ocorra a fermentação acética) fosse 
aproximada a 10 (5 % de etanol + 5 % de acidez). A literatura indica que CT de 10 a 14 são 
mais eficientes para a produção do vinagre, ou seja, para a conversão do etanol a ácido acético 
(AQUARONE et al., 2001). Acrescentou-se o Acetozyn
®
 (mistura física de sais inorgânicos, 
açúcares, extratos vegetais, aminoácidos e vitaminas, grau alimentício) na proporção de 1,0 
g·L
-1
, para o fornecimento dos nutrientes necessários para as bactérias acéticas. O inóculo foi 
adicionado na proporção de 1,5:1,0 do vinho base (2,35 L de inóculo, com 8,860,04 % de 
acidez e 2,080,35 % de etanol e 1,55 L de vinho, com 3,620,23 % de etanol e 0,880,03 % 
de acidez), respeitando as condições do CT inicial. O término do processo de acetificação foi 
considerado quando o teor alcoólico atingiu níveis inferiores a 1,0 %, de acordo com a 
legislação brasileira (BRASIL, 2012). O acompanhamento da acetificação foi realizado 
através das determinações de acidez e etanol, pela retirada de alíquotas do meio fermentado 
em intervalos de 8 horas.   
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2.5 OTIMIZAÇÃO DA ETAPA DE CLARIFICAÇÃO 
 
Para otimizar a etapa de clarificação do vinagre de farelo de arroz utilizou-se 2 
Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais (DCCR’s) com 4 ensaios nas condições 
axiais e 3 repetições no ponto central para avaliar a concentração do clarificante (bentonita) e 
o tempo necessário para garantir uma clarificação eficiente. 
Os níveis reais e codificados das variáveis estudadas nos dois DCCR’s estão 
apresentados na Tabela 1.  
 
Tabela 1 – Níveis reais e codificadas das variáveis dos DCCR’s para o estudo da clarificação do vinagre de 
farelo de arroz desengordurado  
 
Primeiro DCCR   Segundo DCCR 
Variáveis / 
Níveis 
Concentração de 
Bentonita (%) 
 Tempo 
(horas) 
 Concentração de 
Bentonita (%) 
 Tempo 
(horas) 
 
- (-1,41) 0,5 12  0,5 6 
-1 0,9 24  0,9 12 
0 2 54  2 27 
1 3,1 84  3,1 42 
+ (+1,41) 3,5 96   3,5 48 
 
 
Os ensaios foram conduzidos em Béquer de 100 mL. Pesou-se as quantidades de 
bentonita em balança analítica (Modelo AW 220, SHIMADZU, Minas Gerais) de acordo com 
o planejamento experimental (Tabela 2). Hidratou-se a bentonita com água a 50 °C, em 
banho-maria (NOVA TÉCNICA, NT 245, Piracicaba, São Paulo), na proporção de 1:10. 
A mistura ficou em repouso por 24 horas. Após a hidratação, adicionou-se 80 mL de 
vinagre de acordo com os planejamentos experimentais (Tabela 2). 
  
2.6 ANÁLISES FÍSICO QUÍMICAS 
 
2.6.1 Teor Alcoólico Real 
 
O teor alcoólico real foi determinado pela técnica de oxidação com Dicromato de 
potássio, de acordo com o método 969.12 da AOAC (AOAC, 2012).  
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2.6.2 Acidez Total 
 
Segundo a legislação (BRASIL, 2005) a determinação da acidez é dada pela acidez 
volátil, contudo, neste trabalho foi avaliada a acidez total de acordo com o método 930.35 da 
AOAC (AOAC, 2012), pois segundo Pedroso (2003), as análises dos resultados experimentais 
mostram que o erro assumido entre as análises de acidez volátil e acidez total é menor que 
3%. 
 
2.6.3 Extrato Seco Reduzido 
 
Seguiu-se metodologia do Manual de Métodos de Análises de Bebidas e Vinagres com 
adaptações (BRASIL, 2005).  
 
2.6.4 Cinzas  
 
A determinação das cinzas dos vinagres produzidos foi feita por método gravimétrico, 
segundo metodologia do Manual de Métodos de Análises de Bebidas e Vinagres com 
adaptações (BRASIL, 2005). 
 
 
2.7 MEDIDA DE COR 
 
A determinação dos parâmetros de cor foi realizada em colorímetro (Minolta
® 
CR10), 
com esfera de integração e ângulo de visão de 45
o
, ou seja, iluminação d/45 e iluminante D e 
os valores de luminosidade L*, a* (componente vermelho-verde), b* (componente amarelo-
azul) foram expressos no sistema de cor CIELAB (Commission International for 
Ilumination). O uso de * caracteriza os padrões determinados por esta Comissão.  
 
2.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) (2
2
 incluindo 4 ensaios nas 
condições axiais e 3 repetições no ponto central, totalizando 11 ensaios), foi usado para 
estudar a influência da concentração de bentonita e o tempo de atuação na resposta de 
parâmetros de cor. De acordo com os resultados obtidos no primeiro DCCR, foi realizado um 
segundo DCCR para melhor entender a influência da variável tempo. Os resultados dos 
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DCCR’s foram realizados aleatoriamente e tratados pelo programa STATISTICA 7.0 (Statsoft 
Inc. 2325 East 13th Street, Tulsa, OK, 74104, USA). Este programa também foi usado para 
gerar as superfícies de resposta obtidas a partir da realização do DCCR. A adequacidade dos 
modelos foi avaliada através da análise de variância (ANOVA). As médias das análises físico-
químicas determinadas para cada experimento foram submetidas ao teste de Tukey com nível 
de significância de 95 %. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 TESTES PRELIMINARES 
 
As faixas da concentração de bentonita e de tempo foram definidas segundo testes 
preliminares. De acordo com o teste realizado utilizou-se os percentuais (m/v) de 0,5 % (b), 
1,0 % (c) e 3,0 % (d) de bentonita, sendo que com 3,0 % obteve-se o líquido com melhor 
aparência, ou seja, mais translúcido, uma vez que o vinagre resultante do farelo de arroz (a) 
apresenta-se bastante turvo, como indica a Figura 1 (a). O tempo estudado no teste foi de 10 
dias, contudo, segunda a indústria vinagreira, utilizam-se 3 dias. 
As proporções utilizadas na literatura (de 0,004 % a 0,1 %), como são muito baixas, 
não são viáveis para avaliação em escala de bancada, com pequenas quantidades de amostra, 
pois a bentonita se torna de difícil hidratação e homogeneização. Além disso, a menor 
concentração de bentonita avaliada (0,5 %), mesmo estando acima das concentrações 
indicadas na literatura, ainda resultou em um vinagre com aparência turva, o que pode ser 
atribuído ao farelo de arroz desengordurado utilizado como matéria-prima.  
 
    
(a) (b) (c) (d) 
Figura 1 – Vinagre de farelo de arroz e os respectivos resultados com a clarificação 
Vinagre de FAD 
antes da 
clarificação 
Vinagre com 
0,5% de 
bentonita 
Vinagre com 
1,0% de 
bentonita 
Vinagre com 
3,0% de 
bentonita 
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3.2 OTIMIZAÇÃO DA ETAPA DE CLARIFICAÇÃO 
 
3.2.1 Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)  
 
A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das variáveis 
estudadas, e respostas de medida de cor (L*, a* e b*), assim como os resultados obtidos para 
vinagre de cereal (arroz), encontrados no comércio local, estão apresentadas na Tabela 2.  
O vinagre de arroz foi analisado a fim de comparar com os resultados obtidos com o 
vinagre produzido. Apesar de ser um produto novo e ter suas características próprias, é 
desejável que o vinagre de farelo de arroz desengordurado seja atraente para o consumidor. 
Em vista disso, a variável L* (luminosidade) é a que mais merece atenção, pois quanto maior 
seu valor, mais claro é o alimento, o que implica numa sensação de alimento “limpo”. Já as 
variáveis a* e b*, que indicam as coordenadas cromáticas, serão inerentes ao produto.  
 
Tabela 2 - Matriz do primeiro DCCR para otimização da fase de clarificação do vinagre de farelo de arroz 
desengordurado com níveis reais (entre parênteses) e codificados das variáveis estudadas. 
Ensaio x1
a 
x2
b L* a* b* 
1 -1 (0,9) -1 (24) 29,450,45 5,150,87 8,460,2 
2 +1 (3,1) -1 (24) 29,970,82 5,440,47 12,260,38 
3 -1 (0,9) +1 (84) 24,601,00 4,300,48 5,420,63 
4 +1 (3,1) +1 (84) 31,050,85 6,000,11 12,270,26 
5 -1,41 (0,5) 0 (54) 23,300,71 2,740,54 4,080,19 
6 +1,41 (3,5) 0 (54) 32,610,51 5,350,24 13,480,28 
7 0 (2,0) -1,41 (12) 30,480,12 6,560,59 9,850,73 
8 0 (2,0) +1,41 (96) 29,060,96 5,650,20 8,960,73 
9 0 (2,0) 0 (54) 29,630,46 5,190,59 8,340,35 
10 0 (2,0) 0 (54) 28,861,05 6,560,49 9,911,04 
11 0 (2,0) 0 (54) 30,670,44 6,340,61 11,220,17 
Vinagre de cereal 1
c
   47,680,45 -0,820,71 4,730,65 
Vinagre de cereal 2
c
   43,020,36 -0.980,57 9,660,43 
Vinagre de cereal 3
c
   41,660,65 -1,180,73 10,710,96 
Vinagre sem clarificar   25,080,84 0,181,14 4,460,23 
 
a
 = Concentração de bentonita (%); 
b
 = Tempo (horas); L* =luminosidade; a* = componente vermelho-
verde; b* = componente amarelo-azul; 
c
= vinagres de cereal – arroz comercializados 
 
É importante notar (Tabela 2) que a clarificação aumentou as respostas L* 
(luminosidade) e b* (componente amarelo-azul), indicando maior luminosidade e maior 
saturação (maior vivacidade) para a cor amarela, em relação ao vinagre não clarificado. Para 
variável a* (componente vermelho–verde) a clarificação aumentou a saturação em relação a 
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cor vermelha, diferente do encontrado nos vinagres comercias, para os quais verificou-se 
tonalidade em direção ao azul. 
Os pontos centrais apresentaram baixa variação de acordo com o erro padrão (Tabela 
2) (erro padrão das três respostas: L* =  0,91; a* =  0,68; b* =  1,44) indicando boa 
repetibilidade do processo. 
Comparando-se as respostas do planejamento experimental com os resultados obtidos 
para os vinagres comerciais, verifica-se que o valor L* (luminosidade) é maior para estes 
vinagres (comerciais): 47,680,45; 43,020,36; 41,660,65, sendo que os vinagres comerciais 
2 (43,020,36) e 3 (41,660,65) não apresentaram diferença significativa entre si (p>0,05). 
Em relação ao parâmetro a* também se observa diferença entre os vinagres comerciais 
e os ensaios do planejamento experimental, pois todos os vinagres comerciais apresentaram 
valores negativos, que indica a direção ao verde, enquanto que para os ensaios realizados com 
o vinagre de farelo de arroz os valores variaram entre 2,740,54 (ensaio 5) e 6,560,59 
(ensaios 7 e 10), indicando direção ao vermelho (+a*). A diferença entre os valores dos 
vinagres comerciais para este parâmetro foi a menor entre as três respostas, pois variou de -
1,180,73 a -0,820,71, sendo que para esta resposta os vinagres comerciais não 
apresentaram diferença significativa entre si (p>0,05). 
Para o parâmetro b* os valores mínimo (ensaio 5) e máximo (ensaio 6) encontrados 
para os ensaios (4,080,19; 13,480,28), ficaram dentro da mesma faixa apresentada pelos 
vinagres comerciais. 
Comparando-se os valores da medida de cor antes e depois de clarificar verifica-se que 
o componente b* foi o mais alterado (maior diferença entre a medida antes de clarificar e o 
maior valor encontrado após clarificar – 9,02), seguido do L* (7,53) e de a* (6,38). 
Em estudo onde foi analisado a interferência do pH sobre a adsorção de proteína pela 
bentonita em vinhos, verificou-se que este é o fator que mais afeta o processo e que em pH’s 
baixos a capacidade de adsorção de proteína foi mantido no nível mais elevado (pH 2,69-
4,20), faixa onde se encontra o vinagre de FAD clarificado (3,50), o que pode indicar que a 
adsorção das proteínas do vinagre foi elevada (XIFANG et al., 2007). 
De acordo com os resultados do planejamento foi possível determinar os coeficientes 
de regressão apresentados na Tabela 3, para verificar as variáveis significativas do modelo 
proposto sobre a resposta de parâmetros de cor, bem como os coeficientes para gerar a 
equação do modelo quadrático. 
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Para as três respostas de cor, a única variável significativa foi o termo linear da 
bentonita, com exceção da resposta a*, onde o termo quadrático da bentonita também foi 
significativo. Contudo, se os demais parâmetros, que não foram significativos, fossem 
retirados do modelo, seriam obtidos valores de R
2
 ajustado e o resíduo da média dos 
quadrados inferiores. Assim, foi retirado apenas o termo quadrático do tempo, onde foi obtido 
o melhor R
2 
(L* = 0,91; a* = 0,87; b* = 0,93) e o resíduo da média dos quadrados inferiores 
(L* = 1,14; a* = 0,27; b* = 1,00) para as três respostas. 
Na tabela dos coeficientes de regressão (Tabela 3) observa-se que o aumento da 
variável concentração de bentonita, acarreta num acréscimo das respostas L*, a* e b* (efeito 
positivo). Já a variável tempo não afetou a resposta dentro da faixa estudada. 
Considerando-se os parâmetros significativos (p≤0,05) foram obtidas as Equações 1, 2 
e 3, que representam o modelo quadrático da cor (L*, a* e b*) em função das variáveis 
estudadas para a clarificação do vinagre de FAD. O cálculo da análise de variância (ANOVA) 
está apresentada na Tabela 4, onde para todas as respostas o Fcalculado para a regressão foi 
significativo (p<0,05), sendo maior que o F
tabelado
 e o percentual de variação explicada pelo 
modelo foi adequado para as três respostas (L* = 0,91; a* =  0,87; b* = 0,93), concluindo que 
o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais, sendo possível a construção da superfície 
de resposta. Neste trabalho será mostrada apenas a superfície de resposta e a curva de 
contorno para a resposta L* (Figura 1), já que as respostas a* e b* são inerentes a matéria-
prima utilizada. 
 
L* = 29,72 + 2,52x1 – 0,91x1
2
 – 0,72x2 +1,48 x1x2                                                                 (1) 
a* = 6,10 + 0,71 x1 – 0,98x1
2
 – 0,20x2 + 0,35 x1x2                                                                  (2) 
b* = 9,75 + 3 x1 = 0,37x1
2
 – 0,54x2 + 0,76 x1x2                                                                       (3) 
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Tabela 3 - Coeficientes de regressão do primeiro DCCR para a resposta L*, a* e b* 
 
L*   a*   b* 
  
Coeficientes de 
Regressão 
Erro 
padrão 
t (6) p -valor 
  
Coeficientes de 
Regressão 
Erro 
padrão 
t (6) p –valor 
  
Coeficientes de 
Regressão 
Erro 
padrão 
t (6) p -valor 
Média 29,72 0,45 65,93 0,0000** 
 
6,10 0,22 27,65 0,0000** 
 
9,75 0,42 23,17 0,0000** 
x1 (L) 2,52 0,38 6,64 0,0006** 
 
0,71 0,19 3,83 0,0087** 
 
3,00 0,35 8,46 0,0001** 
x1 (Q) -0,91 0,43 -2,10 0,0801 
 
-0,98 0,21 -4,63 0,0036** 
 
-0,37 0,40 -0,92 0,3942 
x2 (L) -0,72 0,38 -1,91 0,1052 
 
-0,20 0,19 -1,06 0,3293 
 
-0,54 0,35 -1,52 0,1802 
x1 x x2 1,48 0,54 2,77 0,0326   0,35 0,26 1,34 0,2277   0,76 0,50 1,52 0,1783 
**p≤0,05; L- termos lineares; Q- termos quadráticos. 
 
Tabela 4 - Análise de variância (ANOVA) do modelo quadrático do primeiro DCCR para as respostas L*, a* e b* 
  L*   a*   b* 
Fonte de 
variação 
Ss
a
 GL
b
 QM
c
 Fcalc Ftab p-valor   Ss
a
 GL
b
 QM
c
 Fcalc Ftab p-valor   Ss
a
 Df
b
 QM
c
 Fcalc Ftab p-valor 
Regressão 68,68 4 17,17 14,94 4,53 0,003 
 
10,74 4 2,68 19,25 4,53 0,008 
 
77,12 4 19,27 19,25 4,53 0,001 
Resíduos 6,89 6 1,14 
    
1,65 6 0,28 
    
6,01 6 1 
   Total 75,58 10         
 
12,39 10         
 
83,12 10         
    R
2
 = 0,91 F0.95; 4; 6 = 4,53    
R
2
 = 0,87 F0.95; 4; 6 = 4,53    
R
2
 = 0,74 F0.95; 4; 6 = 4,53   
a
soma dos quadrados;
b
graus de liberdade; 
c
quadrados médios. 
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Na superfície de resposta observa-se que não foi possível encontrar uma região ótima para 
clarificação do vinagre de FAD dentro das faixas estudadas para a concentração de bentonita 
e tempo de processo. Desta forma seguiu-se com um novo planejamento experimental, onde 
manteve-se a mesma faixa de estudo em relação a concentração de bentonita e diminui-se a 
faixa da variável tempo de atuação (6 – 48 h), a fim de confirmar a influência da variável 
tempo no processo de clarificação. 
 
 
 
(a) (b) 
Figura 1 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta L* do primeiro DCCR 
 
É possível verificar, na superfície de resposta e na curva de contorno (Figura 1), que 
para obter valores superiores para a resposta L*, deve-se utilizar a variável concentração de  
bentonita no nível superior. É importante destacar, também, que o tempo apresentou efeito 
negativo, apesar de não ter sido significativo. 
 
3.2.2 Segundo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)  
 
A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das variáveis 
estudadas, e respostas de medida de cor (L*, a* e b*), assim como os resultados obtidos para 
vinagre de cereal (arroz), encontrados no comércio local, estão apresentados na Tabela 5. Os 
pontos centrais apresentaram baixa variação (erro padrão das três respostas: L* =  0,09; a* = 
 0,14; b* =  0,33) indicando boa repetibilidade do processo.  
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Comparando-se os dados obtidos no primeiro DCCR (Tabela 2) e segundo DCCR 
(Tabela 5), observa-se que os valores para a resposta L* aumentaram, ou seja, as amostras do 
segundo planejamento apresentaram maior luminosidade.  
 
Tabela 5 - Matriz do segundo DCCR para otimização da fase de clarificação do vinagre de farelo de arroz 
desengordurado com níveis reais (entre parênteses) e codificados das variáveis estudadas. 
 
a
 = Concentração de bentonita (%); 
b
 = Tempo (horas); L* =luminosidade; a* = componente vermelho-
verde; b* = componente amarelo-azul; 
c
= vinagres de cereal – arroz comercializados 
 
Para a resposta a* (componente vermelho-verde), os valores que indicavam direção ao 
vermelho (+a*) agora indicam direção ao verde (-a*), assemelhando-se mais aos vinagres de 
cereal (arroz) comercializados. Para a resposta b* (componente amarelo-azul) o mesmo fato 
pode ser observado, ou seja, um acréscimo na resposta. Para evidenciar esse aumento, os 
ensaios na condição axial (5, 6, 7 e 8) foram estatisticamente diferentes entre si (p<0,05), com 
exceção do ensaio 7, onde as médias foram estatisticamente semelhantes. Os resultados do 
primeiro DCCR já indicavam direção a cor amarela (+b*), contudo, no segundo DCCR os 
resultados dos ensaios indicaram maior saturação (vivacidade) para esta cor. Não houve 
diferença significativa entre o vinagre antes de clarificar do primeiro e segundo planejamento 
para as três respostas (L*, a* e b*). 
De acordo com os resultados do planejamento foi possível determinar os coeficientes 
de regressão apresentados na Tabela 6, para verificar as variáveis significativas do modelo 
proposto sobre a resposta de parâmetros de cor, bem como os coeficientes para gerar a 
equação do modelo quadrático. 
Ensaio x1
a 
x2
b L* a* b* 
1 -1 (0,9) -1 (12) 30,090,47 -0,750,18 9,380,13 
2 +1 (3,1) -1 (12) 27,580,10 -0,150,04 8,000,03 
3 -1 (0,9) +1 (42) 33,690,13 -0,260,04 10,640,11 
4 +1 (3,1) +1 (42) 36,090,55 -2,070,03 11,180,22 
5 -1,41 (0,5) 0 (27) 31,530,26 0,320,11 10,840,30 
6 +1,41 (3,5) 0 (27) 37,000,80 -2,200,03 10,900,59 
7 0 (2,0) -1,41 (6) 30,290,35 -1,420,01 10,960,25 
8 0 (2,0) +1,41 (48) 36,000,06 -1,830,03 11,170,05 
9 0 (2,0) 0 (27) 36,150,09 -1,830,12 10,590,36 
10 0 (2,0) 0 (27) 36,340,23 -1,710,19 11,230,39 
11 0 (2,0) 0 (27) 36,250,33 -1,990,02 10,770,08 
Vinagre de cereal 1
c
   47,680,45 -0,820,71 4,730,65 
Vinagre de cereal 2
c
   43,020,36 -0.980,57 9,660,43 
Vinagre de cereal 3
c
   41,660,65 -1,180,73 10,710,96 
Vinagre sem clarificar   25,780,46 0,210,02 4,690,08 
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Para a resposta L* as variáveis estatisticamente significativas ao nível de significância 
de 5% (p<0,05) foram o termo linear e quadrático da variável tempo, indicando que com a 
mudança de faixa de estudo para esta variável foi possível encontrar uma região onde a 
resposta L* é máxima. Por outro lado, a concentração de bentonita não foi significativa, não 
afetando a resposta dentro da faixa estudada (de 0,5 % a 3,5 %). 
Para a resposta a* os termos linear e quadrática para a variável bentonita foram 
significativos ao nível de significância de 5 % (p<0,05), indicando que o aumento nesta 
variável acarreta numa diminuição da resposta (o valor da resposta é negativo), dentro da 
faixa estudada.  
Considerando-se os parâmetros significativos (p≤0,05) e não significativos, foram 
obtidas as Equações 4 e 5 que representam o modelo quadrático da cor, para os parâmetros L* 
e a*, em função das variáveis estudadas para a clarificação do vinagre de FAD. Os termos não 
significativos não foram desconsiderados, pois a porcentagem de variação explicada diminuía. 
O cálculo da análise de variância (ANOVA) está apresentada na Tabela 7, onde para as 
respostas L* e a* o Fcalculado para a regressão foi significativo (p<0,05), sendo maior que o 
Ftabelado e o percentual de variação explicada pelo modelo foi adequado para estas respostas 
(L* = 0,85; a* =  0,84), concluindo que o modelo ajustou-se aos dados experimentais, sendo 
possível a construção da superfície de resposta para as respostas L* e a*.  
 
L* = 36,25 + 0,97 x1 – 1,47x1
2
 + 2,51x2 – 2,03x2
2 
+ 1,26 x1x2                                                                        (4) 
a*= -1,85 – 0,60x1 + 0,57x1
2
 – 0,25x2 + 0,23x2
2
 – 0,60 x1x2                                                                             (5) 
 
A superfície de resposta e a curva de contorno da reposta L* estão apresentadas na 
Figura 2. É importante destacar que não foi possível construir a superfície de resposta para a 
resposta b* pois os dados não se adequaram ao modelo proposto, conforme se observa na 
ANOVA (Tabela 7). 
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Tabela 6 - Coeficientes de regressão do segundo DCCR para a resposta L*, a* e b* 
 L*   a*   b* 
  
Coeficientes de 
Regressão 
Erro 
padrão 
t (5) p -valor 
  
Coeficientes de 
Regressão 
Erro 
padrão 
t (5) p -valor 
  
Coeficientes de 
Regressão 
Erro 
padrão 
t (5) p -valor 
Média 36,25 1,04 34,87 0,0000** 
 
-1,85 0,29 -6,32 0,0015** 
 
10,87 0,59 18,47 0,0000** 
x1 (L) 0,96 0,64 1,52 0,1892 
 
-0,60 0,18 -3,33 0,0207** 
 
-0,09 0,36 -0,26 0,8080 
x1 (Q) -1,46 0,76 -1,93 0,1114 
 
0,57 0,21 2,68 0,0434** 
 
-0,29 0,43 -0,68 0,5251 
x2 (L) 2,51 0,64 3,94 0,0110** 
 
-0,25 0,18 -1,41 0,2176 
 
0,59 0,36 1,64 0,1613 
x2 (Q) 2,03 0,76 -2,67 0,0445** 
 
0,23 0,21 1,07 0,3313 
 
-0,19 0,43 -0,45 0,6695 
x1 x x2 1,25 0,90 1,40 0,2209   -0,60 0,25 -2,38 0,0630   0,48 0,51 0,94 0,3891 
**p≤0,05; L- termos lineares; Q- termos quadráticos. 
 
 
Tabela 7 - Análise de variância (ANOVA) do modelo quadrático do segundo DCCR para as respostas L*, a* e b* 
  L*   a*   b* 
Fonte de 
variação 
Ss
a
 GL
b
 QM
c
 Fcalc Ftab p-valor   Ss
a
 GL
b
 QM
c
 Fcalc Ftab p-valor   Ss
a
 Df
b
 QM
c
 Fcalc Ftab p-valor 
Regressão 91,911 5 18,382 5,667 5,050 0,039 
 
6,681 5 1,336 5,219 5,050 0,046 
 
4,353 5 0,870 0,838 5,050 0,574 
Resíduos 16,217 5 3,243 
    
1,280 5 0,256 
    
5,195 5 1,039 
   Total 108,128 10 
     
7,961 10 
     
9,549 10 
    
    R
2
 = 0,850F0.95; 5; 5 = 5,050    
R
2
 = 0,839F0.95; 5; 5 = 5,050    
R
2
 = 0,455F0.95;54; 5 = 5,050   
a
soma dos quadrados; 
b
 graus de liberdade; 
c
 quadrados médios.
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(a) (b) 
Figura 2 – Superfície de resposta e curva de contorno para a resposta L* do segundo DCCR 
 
De acordo com a superfície de resposta gerada pelo modelo (Figura 2), obteve-se as 
condições de tempo (horas) e concentração de bentonita que resultam em uma maior 
luminosidade para o vinagre de FAD. Verifica-se que a faixa ótima para a variável tempo vai de 
30 a 48 h e para concentração de bentonita, de 2% a 3,5%, faixa onde se obtém a melhor resposta 
para o parâmetro L* (luminosidade). 
 
3.3 ANÁLISES FÍSICO QUÍMICAS 
 
Após o segundo DCCR, todos os ensaios foram submetidos as análises físico-químicas 
(teor alcoólico real, acidez total, extrato seco reduzido, cinzas) e os resultados estão apresentados 
na Tabela 8, para os quais foram observadas diferenças significativas, evidenciando diferença na 
composição do vinagre antes e após a etapa de clarificação. O teor alcoólico real não foi 
mostrado, pois para todos os ensaios o teor foi semelhante (<1,0 %). 
 Em relação a acidez total os ensaios que apresentaram o maior (6,200,09) e menor 
(4,880,03) valor foram os pontos axiais, onde a variável concentração de bentonita foi do nível –
α (ensaio 5 – 0,5 %)  para o + α (ensaio 6- 3,5 %), indicando que a concentração de bentonita 
interferiu na diferença significativa entre os ensaios. 
A mesma relação pode ser observada nos demais ensaios, pois nos ensaios em que não 
houve diferença significativa, ensaios 1, 3 e 5; 2, 4 e 6 e nos ensaios 7, 8, 9, 10, 11 a concentração 
de bentonita era a mesma ou muito próxima entre os tratamentos. 
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Tabela 8 – Resultados das análises físico-químicas dos ensaios do segundo DCCR 
Ensaios 
Acidez total (g de ácido 
acético·100mL
-1)*
 
Extrato seco 
reduzido (g·L
-1
)* 
Cinzas (g·L
-1
)* 
1 6,020,03ª 34,640,23ª 6,830,30ª,b,c 
2 5,060,03b,d 31,990,69ª,b 6,910,25ª,b,c 
3 6,160,03ª,c 35,663,81ª 7,150,48ª,b,c 
4 5,100,06b 29,160,32ª,c 6,820,23ª,b,c 
5 6,200,09ª,c 44,231,31d 7,890,86b 
6 4,880,03d 27,441,04b,c,e 6,760,07ª,c 
7 5,420,09e 31,652,29ª,e 6,850,06ª,b,c 
8 5,340,06e 31,454,52ª,e 7,060,12ª,b,c 
9 5,440,07e 30,992,62ª,e 6,910,27ª,b,c 
10 5,380,09e 30,961,93a,e 6,620,67c 
11 5,340,06e 29,063,81ª,e 6,890,49ª,b,c 
Vinagre sem clarificar 6,220,03c 47,583,52d 7,340,47ª,b,c 
*Médias marcadas com letras semelhantes na mesma coluna não diferem significativamente entre si (p≥0,05) pelo teste de Tukey 
 
 Não foi possível encontrar na literatura estudos que explicassem o fato de a bentonita 
interferir na diferença de acidez entre os ensaios. Contudo, o tratamento com a bentonita pode 
afetar adversamente a qualidade do vinho através da indução de perdas significativas de aroma e 
alteração de cor (CABAROGLU et al., 2002). 
 O maior valor para extrato seco reduzido foi para o vinagre não clarificado (47,583,52 
g·L
-1
), seguido do ensaio 5 (44,231,31 g·L-1), únicos com valores acima de 40 g·L-1. Os ensaios 
que apresentaram diferença significativa entre si (p>0,05) podem ser relacionados com a mudança 
na concentração de bentonita. 
 Para a análise de cinzas, em todos os ensaios os resultados foram inferiores ao vinagre não 
clarificado (7,340,47 g·L-1), com exceção do ensaio 5 (7,890,86 g·L-1), porém não diferiram 
entre si. Na maioria dos ensaios não houve diferença significativa entre si (p>0,05), com exceção 
dos ensaios 5 e 10.  
Em relação a legislação brasileira (BRASIL, 2012) todos os ensaios ficaram dentro dos 
parâmetros estabelecidos: teor alcoólico real < 1 %; acidez volátil > 4,0 g de ácido acético·100 
mL
-1; extrato seco reduzido > 7,0 g∙L-1.; com exceção do teor de cinzas, que deve ser entre 1 a 5 
g∙L-1. Fato que pode ser explicado devido a matéria-prima utilizada, o farelo de arroz 
desengordurado. 
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4 CONCLUSÕES 
 
Foi possível determinar uma faixa ótima para as variáveis estudadas no processo de 
clarificação do vinagre de FAD, visando o acréscimo da luminosidade do produto, a citar 30 a 48 
h para o tempo e 2 a 3,5 % (m/v) para a concentração de bentonita.  
A bentonita, apesar de utilizada largamente na indústria vinagreira, a literatura (WATERS 
et al., 2005) enfatiza que são importantes estudos adicionais em relação ao fator ambiental. Desta 
forma, como sugestão de trabalhos futuros, deve ser dado enfoque para práticas alternativas para a 
estabilização de proteínas de uma forma mais sustentável, como por exemplo, o uso de clara 
desidratada. 
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